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Resumen 
Se estudió la suplementación energética contrastante en carbohidratos: grano de maíz 
(MZ; almidón) vs. cascarilla de soja (CS; hemicelulosa y celulosa), sobre la 
biohidrogenación ruminal (BH) de los ácidos grasos (AG) de cadena larga, el microbioma 
y la calidad de la leche de ovejas en un sistema de base pastoril. En el experimento I se 
evaluó el consumo (CMS), la digestibilidad (DMS) y la producción (PL), composición 
química y perfil de AG de leche de ovejas consumiendo raigrás (50:50 F:C). Se utilizaron 
diez ovejas lecheras (30 DEL; 65.8 ± 8.67 kg de PV) en un DCA con medidas repetidas, 
con dos tratamientos: CS o MZ (14 d de adaptación y 3 semanas de medición). Los 
resultados fueron analizados por ANVA con un procedimiento de modelos mixtos 
(animal como efecto aleatorio y el tratamiento, semana y la interacción como efectos 
fijos) y las medias comparadas por Tukey (α= 0,05). El CMS y de forraje y digestibilidad 
de FDA fue superior en CS, aunque la DMS fue mayor para MZ (P < 0.05). La PL fue un 
24% superior en CS (aunque sin diferencias estadísticas), con mayores contenidos de 
omega-3 y PUFA (P < 0.05). En el experimento II, se evaluaron las variables de ambiente 
ruminal y perfil de AG en rumen. Se utilizaron seis ovejas lecheras con cánula ruminal 
(78,19 ± 13,53 kg de PV), en un diseño cross-over 2x3, bajo la misma dieta y tratamientos 
que en I. Sobre muestras de licor ruminal (08:00, 12:00, 16:00, 20:00, 00:00 y 04:00 hs) 
se determinó pH, nitrógeno amoniacal (N-NH4) y ácidos grasos volátiles (AGV). Los 
resultados fueron analizados igual que en I para un cross-over. La relación Ac:Prop, el 
N-NH4 y el pH ruminal fueron mayores en CS (P < 0.05). El trans-11 y el C18:1cis-9 
fueron superiores en CS (P < 0.05) y el C18:2 y C18:2 cis-9, trans-11 CLA tendieron a 
ser mayores en MZ (mayor consumo de linoleico; P < 0.05). El C18:2 trans-10, cis-12 
CLA tendió a ser superior en CS (0,14 vs. 0,09 g/100g AG) (P < 0.1). El análisis de 
microbioma ruminal se hizo a través de la secuenciación de la región V4 del gen 16S 
rRNA (bacterias y archaeas) de 18 muestras del Exp. II, utilizando plataforma Illumina 
MiSeq. Se identificaron 20 phylum bacterianos, lo más abundantes fueron Firmicutes y 
Bacteroidetes (RA; 54,86% y 34,81% en CS y 69% y 21,15% en MZ; P < 0.05) y 90 
asignaciones taxonómicas (mayor RA: Clostridiales, Prevotella, Bacteroidales, 
Methanobrevibacter, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Butyrivibrio, Ruminococcus, 
Coprococcus, Treponema y Methanosphaera). Sólo 23 difirieron entre dietas y 
Ruminococcus, Butyrivibrio y Shuttleworthia  fueron superiores en MZ (P < 0.05). Estos 
dos estuvieron correlacionados entre sí y con el cis-9, trans-11 CLA (P < 0.01; r=0.79) y 
con el trans-10, cis-12 CLA se correlacionó Blautia en CS (P < 0.01; r=0.84). La 
suplementación con CS resultó en mayor PL y % de grasa, con un perfil más saludable. 
La BH difirió entre suplementos, posiblemente por la composicion del microbioma. Las 
correlaciones entre AG y ciertos géneros entre sí podrían contribuir a dilucidar la 
composicion bacteriana de los llamados “grupos A y B” del proceso de BH.  
 
Palabras clave: Biohidrogenación, microbioma ruminal, ácidos grasos en leche. 
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Abstract 
Contrasting sources of energy supplementation (soybean hulls, CS or corn grain, MZ) 
were evaluated on biohydrogenation (BH) of long chain fatty acids (FA), microbiome and 
milk fatty acid profile of dairy ewes fed fresh ryegrass. In experiment I, ten mature dairy 
ewes (30 DIM; 65.8 ± 8.67 kg) were assigned to one of two treatments in a complete 
randomized design with repeated measures: CS and MZ. Dry matter intake (DMI), NDF 
and ADF intake, in vivo digestibility (DMD), milk production (MP) and composition and 
milk FA profile were assessed (14 d adaptation and 3 weeks). Data were analyzed in a 
complete randomized design using the MIXED procedure (sheep was included as a 
random effect) and means compared by Tukey test (α= 0.05) (SAS Institute, 2008). Sheep 
in CS showed higher DMI and NDF intake. On the opposite, DMD resulted higher in MZ 
(P < 0.05). MP was 24% superior in CS but milk composition and feed conversion did 
not differed (P > 0.05). Omega-3 FA and PUFA were higher in CS (P < 0.01). In 
experiment II, rumen parameters were evaluated (pH, total VFA, acetic, propionic, 
butyric acid, Ac/Prop ratio, N-NH4 at 8:00, 12:00, 16:00, 20:00, 24:00 and 4:00 h) and 
rumen FA profile under the same diet as in Exp. I. Six mature fistulated sheep (30 DIM; 
78.2 ± 13.53 kg) were assigned to treatments: CS and MZ, 3 ewes in each treatment in a 
crossover design (2x3). Data were analyzed as a crossover design (SAS Institute, 2008), 
and means compared by Tukey test (α= 0.05). Rumen pH, Ac:Prop ratio and N-NH4 were 
significantly higher in CS (P < 0.05). Trans-11 C18:1 and C18:1c9 concentrations were 
higher in MZ in contrast with C18:3, C18:4 and C20:4. Linoleic acid (LA) and cis-9, 
trans-11 CLA contents tended to be higher in MZ (higher intake of LA precursors in MZ 
diet; P < 0.05) and C18:2 trans-10, cis-12 tended to be higher in CS (P < 0.1). The last 
study consisted in microbiome analysis using Illumina MiSeq platform. The V4 region of  
xviii 
the 16S rRNA gene in bacteria and archaea was PCR amplified with Illumina adapter 
fusion primers to generate 18 amplicon libraries. Twenty bacterial phyla were identified, 
Firmicutes and Bacteroidetes were the most abundant (54.86% and 34.81% CS; 69% and 
21.15% MZ); 90 taxonomic assignments were generated (most abundant: Clostridiales, 
Prevotella, Methanobrevibacter, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae and Butyrivibrio. 
and 23 were significantly changed between CS and MZ (P < 0.05). Only genera 
Ruminococcus, Butyrivibrio and Shuttleworthia were increased in MZ. Shuttleworthia 
had a strong correlation with Butyrivibrio and both genus were significantly correlated 
with cis-9, trans-11 CLA in rumen (P < 0.01; r=0.79). In the trans-10 pathway, the trans-
10, cis-12 CLA showed a strong correlation with Blautia (P<0.01; r=0.84), which was 
increased in CS diet (P < 0.05).  CS supplementation produced more milk and fat content, 
with a healthier FA profile. BH patterns showed some differences in relation to reports in 
dairy cows for similar diets, possibly due to microbiome composition. Hopefully, these 
correlations possibly contribute to complete the “A and B groups” bacteria involved in 
BH process. 
 
Keywords: Biohydrogenation, rumen microbiome, milk fatty acids. 
 
 
 
  
1 
 
CAPÍTULO 1. 
Ácidos grasos poliinsaturados y salud humana 
 
1.1. Introducción general. 
 
En la década de los 90, DeFelice acuñó el término de “nutracéuticos” en su trabajo 
titulado “The nutraceutical revolution: its impact on food industry” para referirse a este 
tipo de compuestos a los cuales definió como sustancias que poseen un efecto beneficioso 
sobre la salud por encima de la nutrición convencional. Finley (2016) ha puesto en 
escenario de discusión el concepto de “nutracéuticos” en su reciente trabajo “The 
nutraceutical revolution: Emerging vision or broken dream? Understanding scientific and 
regulatory concerns”, indicando que aún no existe una definición legal en la industria 
alimentaria para este término, que suele utilizarse habitualmente para referirse a 
“alimentos funcionales”. 
Teniendo una visión más amplia que las meras definiciones, la investigación en el 
área de alimentos ha profundizado en los últimos años en la comprensión del rol de los 
ingredientes como moduladores de las funciones fisiológicas. Su importancia radica en la 
participación que tienen algunos compuestos en la prevención y reducción del riesgo de 
enfermedades crónicas de creciente ocurrencia en la población (Marenjak, 2008). En 
referencia a los productos de origen animal como leche y carne, el estudio de ciertos 
componentes como los ácidos grasos (AG), especialmente los de cadena larga, ha sido 
objeto de mayor interés debido a su impacto sobre la salud de los consumidores.  En este 
contexto, un reporte de la Universidad de Iowa indica que el “beneficio sobre la salud” 
fue señalado por los consumidores como el atributo más importante en la decisión de 
compra en un 36% para productos lácteos y un 42% para productos cárnicos, luego de la 
“frescura” y el “sabor” (Pirog et al., 2004). La creciente preocupación por la calidad de 
los productos de origen animal es función directa de las recomendaciones dadas a nivel 
mundial por los profesionales de la salud, quienes indican incrementar el consumo de 
ácidos grasos poliinsaturados o PUFA (polyunsaturated fatty acids según sigla en inglés) 
y omega-3, reduciendo el consumo de grasas saturadas, grasas trans y colesterol (Daley 
et al., 2010).    
Está ampliamente aceptado que el consumo de PUFA y conjugados del ácido 
linoleico o CLA (conjugated linoleic acid, según sigla en inglés) puede tener efectos 
positivos sobre la salud humana (Lawson et al., 2001), dado que han demostrado 
propiedades asociadas con efectos anticancerígenos, antiaterogénicos, antidiabéticos y 
antiadipogénicos (Parodi, 1999; Liu et al., 2002; Hamazaki et al., 2003; Drackley, 2004; 
Khanal y Olson, 2004; Lock y Bauman, 2004). Por este motivo, y tal como lo indican 
Nudda et al. (2014) en su revisión titulada “Feeding strategies to design the fatty acid 
profile of Sheep milk and cheese”, sigue resultando de interés el estudio de dietas que 
potencien la proporción de PUFA y CLA en leche y en carne. Esta interacción “dieta-
producto final” tiene como eje central al rumen, siendo el principal responsable de la 
transformación de nutrientes en variables de calidad del producto. Es el rumen, en 
realidad, el órgano que provee de un medio adecuado a los verdaderos actores: los 
microorganismos. 
Esta investigación profundiza en el estudio del metabolismo de los AG del 
alimento, la actividad del microbioma ruminal y su relación con la composición final de 
la leche. 
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1.2. Ácidos grasos: Clasificación y estructura. 
 
Los AG son ácidos carboxílicos de cadena alifática hidrófoba, es decir su 
estructura básica consta de una cadena hidrocarbonada y un grupo carboxilo terminal. 
Según el número de carbonos pueden dividirse en 4 grupos: volátiles (AGV), de 2 a 4; 
cadena corta, de 6 a 10; media, de 12 a 16 y larga (AGCL), de 16 en adelante. Los ácidos 
grasos pueden ser saturados (AGS) si poseen todos los átomos de carbono unidos por un 
enlace simple, mientras que los insaturados (AGI) presentan uno o más enlaces dobles 
(Drackley, 2004). Estos últimos pueden ser clasificados de acuerdo a la posición del 
primer doble enlace contando desde el grupo carboxilo o desde el grupo metilo terminal 
para la nomenclatura omega.  
El sistema de referencia por grupo carboxilo indica el número de carbonos, de 
dobles enlaces y las posiciones de dichos dobles enlaces, contando desde el carbono del 
grupo carboxilo numerado como carbono 1 (similar al sistema de la Unión Internacional 
de Química Pura y Aplicada - IUPAC). Difiere de la IUPAC en que no utiliza nombres 
griegos para designar el largo de cadena, sino el número de carbonos. El sistema de 
referencia “omega” indica el número de carbonos, dobles enlaces y la posición del primer 
doble enlace contando desde el carbono omega o del grupo metilo terminal que es, en este 
caso, el carbono numerado 1 (Baggot y Dennis, 1995). Este sistema de clasificación  
basado en el carbono omega es muy utilizado en estudios de medicina humana y 
propiedades nutraceúticas ya que permite diferenciarlos por sus propiedades fisiológicas.  
Los AGI pueden tener varios isómeros de naturaleza estructural, según la posición 
de los dobles enlaces, y de naturaleza espacial, según los hidrógenos unidos a los carbonos 
del doble enlace se encuentren del mismo lado (cis) o a ambos lados (trans) (Cuvelier et 
al., 2004; Mc Donald et al., 2006). Por otro lado, resultan mayoritarios en los lípidos de 
forrajes, cereales y oleaginosas. En forrajes, predominan los AGCL como el ácido α-
linolénico (cis-9, cis-12, cis-15 C18:3; ALN ó C18:3-ω3) y ácido linoleico (cis-9, cis-12 
C18:2; AL ó C18:2-ω6), representando más de 40% y más de 18% del total de AG, 
respectivamente (Palmquist, 1988).  
 
 
1.3. Metabolismo de los AG en rumiantes. 
 
Los lípidos de los forrajes, principalmente triglicéridos y glicolípidos, sufren dos 
transformaciones en el rumen. En una primera instancia, la hidrólisis de los lípidos o 
lipólisis, proceso que es llevado a cabo por la actividad de lipasas microbianas 
extracelulares, destacándose Anaerovibrio lipolytica por su alta actividad lipolítica 
(Jenkins, 1993). Se hidrolizan los enlaces éster y se separan los AG y los azúcares del 
glicerol. Hespell y O’Bryan-Shah (1988) observaron un amplio rango de bacterias con 
actividad esterasa, pero pocas con capacidad para hidrolizar los AGCL. Los azúcares y el 
glicerol son rápidamente fermentados rindiendo, principalmente, acido propiónico, 
precursor de la glucosa en el hígado. Los AG entran en la segunda etapa de la digestión 
ruminal: la biohidrogenación (BH). Tal como indican Kim et al. (2009), es fundamental 
el establecimiento de grupos carboxilos libres para que pueda darse la misma.  
El proceso de BH consiste en la saturación de las dobles ligaduras presentes en 
los AGI (Scollan et al., 2003; Drackley, 2004; Martínez Marín et al., 2010). Los sustratos 
principales para este proceso son el AL y el ALN (Doreau y Ferlay, 1994). Si bien fue 
descripta la capacidad de hidrogenar varios isómeros posicionales (Kemp y Lander, 
1984), el modelo de mayor interés es la BH del AL (Palmquist, 1996). La BH del AL 
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comienza por una isomerización del doble enlace cis-12 a trans-11, obteniéndose como 
resultado el cis-9, trans-11 CLA o ácido ruménico, nombre propuesto por Kramer et al. 
(1998) para referirse al isómero mayoritario del AL hallado en productos naturales 
derivados de rumiantes (Chin et al., 1992; Mc Guire et al., 1997).  
El cis-9, trans-11 CLA representa un compuesto sumamente interesante no sólo 
para la ciencia de la nutrición sino también para diversas disciplinas dentro de la 
medicina. Las propiedades anticancerígenas fueron primero identificadas en la fase de 
iniciación del modelo de cáncer de piel en ratón (Ha et al., 1987), demostrándose con 
sucesivas investigaciones sus efectos anticarcinogénicos, inhibiendo varios modelos de 
cáncer en animales experimentales, como tumores mamarios y neoplasias en los pre-
estómagos (Ha et al., 1990; Ip et al., 1991; Liu et al., 2002). 
Park explica en el capítulo “CLA and Cancer” del libro “Nutrition and Cancer” 
(Awad y Braford, 2005) varios eventos con los que se ha relacionado este compuesto, 
como la posible implicancia en la reducción de las metástasis o desarrollo de tumores 
secundarios en cáncer de mama. Otro ejemplo, es su efecto sobre la abundancia y 
actividad de la protein-kinasa C en las membranas celulares en cáncer de próstata para 
producir un perfil apoptótico de las células malignas. Finaliza la revisión destacando que 
el CLA induce la apoptosis tanto en células de cáncer de mama como en hígado, colon, 
tejido adiposo, entre otros.  
A partir del 2000, la investigación en CLA ha avanzado, principalmente, sobre el 
incremento en la resistencia a la insulina y la inducción de procesos de peroxidación 
lipídica (Riserus 2004). Otras líneas fuertes de trabajo incluyen la inhibición del cis-9, 
tras-11 CLA sobre el desarrollo y proliferación de líneas celulares del adenocarcinoma 
gástrico por bloqueo del ciclo celular (Liu et al., 2002). Wong et al. (2015) han 
demostrado efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular del osteosarcoma en caninos 
por otro isómero CLA, el tras-10, cis-12 CLA, quienes sugieren a futuro la generación 
de suplementos dietarios de CLA para la prevención de este tipo de cáncer tan agresivo 
en humanos. 
En una reciente revisión sobre el consumo de CLA y el riesgo de cáncer de mama 
se ha puesto en discusión la efectividad de este compuesto dadas las inconsistencias en 
los resultados encontrados (Arab et al., 2016). Sin embargo, los investigadores reconocen 
la dificultad de aislar en humanos “el efecto CLA” de otros factores como la gordura, 
actividad física, otros agentes de la dieta, la predisposición genética, etc. Lo que puede 
resultar controversial en estudios en humanos, resulta un hecho innegable en 
experimentos con modelos animales bajo factores controlados, como lo demuestran las 
experiencias antes citadas. Si bien existen 8 potenciales isómeros del CLA, tanto 
posicionales (9/11 o 10/12 dobles ligaduras) como geométricos (varias combinaciones), 
el cis-9, trans-11 y trans-9, cis-11 son los más activos como antioxidantes y 
anticarcinogénicos (Liu et al., 2002). Otro isómero CLA que discutiremos más adelante 
y es de especial interés en nutrición de rumiantes, es el trans-10, cis-12. 
Retomando el proceso de BH, la segunda reacción consiste en una reducción en 
la cual el enlace cis-9, trans-11 CLA es convertido a trans-11 o ac. vaccénico (Jenkins et 
al., 2008).  
Al igual que el AL, la BH del ALN comienza por la isomerización del cis-12 a 
trans-11, resultando en cis-9, trans-11, cis-15 C18. Este proceso es rápidamente seguido 
por la reducción de los enlaces cis-9 y cis-15 hasta formarse ac. vaccénico (trans-11 
C18:1). A diferencia de la BH del AL, en este caso no se forma ac. ruménico como 
intermediario (Bauman et al., 1999; Chilliard, 2004; Jenkins et al., 2008; Kim et al, 2009). 
Doreau y Ferlay (1994) hallaron que la eficiencia de BH del AL y el ALN osciló entre 
70-95% y 85-100%, respectivamente. Usualmente, el AL es biohidrogenado de forma 
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incompleta, resultando en distintos AG monoinsaturados, de los cuales el vaccénico es el 
predominante y, por otro lado, se forman también conjugados del AL, siendo el cis-9, 
trans-11 el isómero dominante.  
El último paso de la BH es la reducción del ácido vaccénico a esteárico (C18:0). 
No obstante, la velocidad de esta reacción es más lenta que los pasos anteriores, por lo 
que comienza a acumularse y limita la tasa de BH. De este modo, el flujo digestivo que 
sale del rumen contiene principalmente trans- 11 C18:1 y cis-9, trans-11, C18:2 y una 
baja proporción de C18:0, en lugar de C18:2 y C18:3. Estos productos de la BH que 
abandonan el rumen, son absorbidos en el intestino delgado, y transportados vía sistema 
porta al hígado, el cual “decide” sus destinos metabólicos: tejido adiposo y glándula 
mamaria.  
En dichos tejidos el trans- 11 C18:1 puede ser desaturado a cis-9, trans-11 CLA 
a través del complejo enzimático desaturasa. La ∆9-desaturasa es la enzima más 
importante y su actividad se basa en introducir una doble ligadura cis entre el carbono 9 
y el 10. Chilliard et al. (2007) reportaron en un estudio con vacas lecheras que del flujo 
duodenal de trans- 11 C18:1, el cis-9, trans-11 CLA representaba un 32% con un r2 de 
0,89 en la relación trans-11 y cis-9, trans 11 CLA en leche. Esto indicaba que alrededor 
de un 90% de los CLA de la leche eran producto de la desaturacion del vaccénico. 
El tejido adiposo es el sitio de mayor producción de cis-9, trans-11 CLA en 
animales en crecimiento, en cambio, en animales en lactación, corresponde a la glándula 
mamaria (Bickerstaffe y Annison, 1970; Kinsella, 1972, citados por Jenkins, 1993). Son 
estas transformaciones que sufren los AG en los tejidos las que determinan a la leche y la 
carne provenientes de rumiantes como principales fuentes de AGPI (principalmente 
CLA) en las dietas occidentales (Khanal y Olson, 2004, Schroeder et al., 2004). 
1.4. El rol de la dieta sobre el metabolismo de los AG. 
En rumiantes, las características de la dieta inciden sobre el metabolismo de los 
PUFA tanto a nivel ruminal como en la glándula mamaria (Chilliard et al., 2007), lo cual 
repercute en el perfil de AG de la leche. Los PUFA provenientes del alimento son 
biohidrogenados en el rumen, produciendo diversos intermediarios e isómeros según el 
tipo de dieta (Grinarii et al., 1998; Grinarii y Bauman, 1999; Sauvant et al., 2000; Loor 
et al., 2003). En este contexto, dietas a base de forraje producen, en general, leche con 
mayores contenidos de AGCL (Dhiman et al., 1999a; Dewhurst et al., 2003d; Elgersma 
et al., 2004; Khanal y Olsen, 2004), predominando en la grasa láctea los PUFA y los 
isómeros trans-11, C18:1 y cis-9, trans-11 C18:2 CLA. Dado que las producciones 
individuales pueden verse limitadas en dietas pastoriles, la suplementación se ha 
convertido en una estrategia habitual para incrementar la producción de leche (Kempton, 
1983; Stockdale et al., 2000; Bargo et al., 2003; Bargo et al., 2006; Vázquez et al., 2006). 
La incorporación de suplementos energéticos induce cambios en el medio 
ambiente ruminal y, en consecuencia, en el proceso de BH, generando mayor proporción 
de isómeros trans-10, C18:1 y del trans-10, cis-12 C18:2. De este modo, la producción 
de intermediarios de la BH de los PUFA de la dieta puede variar ampliamente, generando 
distintos perfiles de AGCL tanto en el rumen como en la leche. 
Se han reportado numerosos trabajos sobre el metabolismo ruminal de los AGCL 
en dietas a base de forraje puro (Bauchard et al., 1984; Kalscheur et al., 1997; Chilliard y 
Ferley, 2004; Elgersma et al., 2004; Shingfield et al., 2005; Kalač y Samkova, 2010; 
Blasco et al., 2011) o suplementadas  con concentrados almidonosos o con grasas y 
aceites (Dhiman et al., 1999; Chilliard et al., 2001; Loor et al., 2003; Loor et al, 2004; 
Schroeder et al., 2004; Loor et al., 2005a,b; Brown et al., 2008; Chilliard et al., 2009). 
Sin embargo, existe escasa información respecto del efecto de la suplementación con 
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concentrados energéticos ricos en el aporte de carbohidratos estructurales sobre la 
eficiencia del proceso de BH y el impacto generado sobre las comunidades microbianas 
del rumen. 
Por otro lado, Bocquier y Caja (1993) señalaron que los efectos de la nutrición 
sobre la producción y composición química de la leche eran parcialmente conocidos en 
ovejas y cabras, en comparación con los estudios en vacas, pero los resultados pueden no 
ser extrapolables.  
 
1.5. Hipótesis general. 
La suplementación de dietas pastoriles con concentrados energéticos modifica el 
microbioma ruminal y altera la biohidrogenación, lo que cambia el perfil de ácidos grasos 
tanto en el rumen como en la leche de los ovinos. Suplementos fibrosos promoverían la 
acumulación de isómeros trans-11 en rumen, generando mayor contenido de PUFA y 
CLA en leche. Por el contrario, suplementos almidonosos conducen a la aparición de 
isómeros trans-10, vinculados al síndrome de baja grasa en leche.  
 
1.6. Objetivo general 
Estudiar los cambios inducidos por la suplementación con diferentes tipos de 
concentrados energéticos, sobre la biohidrogenación ruminal de los ácidos grasos de 
cadena larga, las poblaciones microbianas del rumen y la calidad de la leche de ovejas en 
un sistema de base pastoril. 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 2. 
Efecto de la fuente de energía suplementada sobre la producción, composición 
química y perfil de ácidos grasos de la leche. 
 
2.1. Introducción. 
Tal como fue mencionado en el capítulo anterior, vacas alimentadas a base de 
forrajes producen leche con mayor contenido de AGCL poliinsaturados (Dhiman et al., 
1999a; Dewhurst et al., 2003d; Elgersma et al., 2004; Khanal y Olsen, 2004). Del mismo 
modo, en ovinos se ha observado una mejora en la composición de AG con el incremento 
de la disponibilidad y el consumo de forraje (Nudda et al., 2003; de Renobales et al., 
2012). 
Sin embargo, en los sistemas pastoriles puede verse limitado el potencial de 
producción por limitantes sobre el consumo. Este factor nutricional ha sido señalado 
como el de mayor incidencia sobre la respuesta productiva. Campling et al. (1963) 
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señalaron que más del 65% de las variaciones en la productividad eran explicadas por 
variaciones en el consumo de materia seca (CMS). Del mismo modo, Forbes (1986) 
refuerza este concepto al indicar que cuando el consumo se halla limitado, la producción 
puede ser pobre y la eficiencia de conversión baja. El CMS limita el nivel productivo ya 
que opera como el principal factor responsable del consumo total de energía (Kolver y 
Muller, 1998). De acuerdo con diversos autores (Kempton, 1983; Stockdale et al., 2000; 
Bargo, 2003; Bargo et al., 2006; Vázquez et al., 2006) es posible aumentar el consumo 
de energía y mejorar la respuesta en performance lechera a través de la suplementación 
con concentrados energéticos.  
Shaver (2012) pone de manifiesto la importancia del grano de maíz como el principal 
suplemento energético utilizado en lechería, dado su elevado contenido de almidón, el 
cual representa el 75% del valor energético final del grano (NRC, 2001). En consistencia 
con Shaver (2012), Akins et al. (2012a, b) y Allen (2012) indican también que el almidón 
representa un carbohidrato muy importante en la ración de vacas lecheras, no obstante, 
existen numerosas fuentes suplementarias de carbohidratos que pueden utilizarse en 
reemplazo del maíz. Los altos costos del grano condujeron, entonces, a cambios en la 
formulación de raciones en pos de una mayor utilización de forrajes de alta calidad, 
subproductos con FDN altamente digestible y carbohidratos no fibrosos (Chase, 2007; 
Knapp, 2007; Staples, 2007 y Shaver, 2008 citados por Dann, 2010). Dann (2010) agrupa 
a estas fuentes alternativas como “fuentes fibrosas no provenientes de forrajes” o NFFS 
(non forage fiber sources, según sigla en inglés) e indica que es posible utilizarlas en 
reemplazo del maíz, bajando el contenido de almidón de la dieta pero sin afectar la 
performance lechera. 
Una de las alternativas que ha recibido notable atención en los últimos años, es la 
sustitución de granos por fuentes de carbohidratos estructurales o fibrosos como las 
cascarillas de soja (Ipharraguerre et al., 2002). La cascarilla de soja representa un 
subproducto con potencial para suplementar energía en dietas a base de forrajes a través 
del aporte de carbohidratos fibrosos de alta degradabilidad (Hein, 2009). En producción 
lechera, este aspecto cobra fundamental importancia ya que de acuerdo con Blasi et al. 
(2000) es posible reemplazar parcialmente al maíz y aún así obtener buenos niveles de 
energía y fibra digestible. Esto genera, al mismo tiempo, un ambiente ruminal más 
favorable para la degradación de la fibra, que tiene incidencia directa sobre la producción 
y el % de grasa de la leche. La cascarilla de soja ha sido incorporada exitosamente hace 
varios años en programas de suplementación sobre forrajes de alta calidad, tanto en 
producción bovina de carne (Cravey et al., 1993) como de leche (Bernard and McNeill, 
1991; Coomer et al., 1993).  
Resultados más recientes en rumiantes menores fueron obtenidos por Zenou y 
Miron (2005), quienes indican mayores CMS y consumos de FDN en ovejas lecheras 
suplementadas con cascarilla de soja en comparación con las suplementadas con maíz. 
Similarmente, Zambon et al. (2012) en cabras en lactancia temprana, reportaron mayor 
digestibilidad y CMS en favor de la cascarilla de soja respecto del maíz molido para una 
dieta base con 40% silaje de maíz. En adición a las mejoras en CMS y consumo de fibra, 
numerosos estudios muestran incrementos en la produccion de leche y en el porcentaje 
de grasa butirosa al reemplazar el grano de maíz por suplementos fibrosos como la 
cascarilla (Cavani et al., 1990; Cannas et al., 1998; Zenou y Miron, 2005; Cannas et al., 
2013), aspecto señalado por Nudda et al. (2014) como la habilidad de los suplementos 
con elevada fibra digestible para estimular la síntesis de grasa de la leche. 
De acuerdo con Jiang et al. (1996), a través de la manipulación de la dieta, no sólo 
es posible lograr mejoras en performance animal, sino que también se puede mejorar la 
calidad del producto final, incrementando, por ejemplo, el nivel de CLA en leche. Dietas 
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altas en concentrados almidonosos resultarían en altas concentraciones de isómeros trans-
10 en leche en contraste con dietas con elevado nivel de fibra, caracterizadas por mayor 
producción de isómeros trans-11, mayor nivel de cis-9, trans-11 CLA y C18:3 (Chilliard 
et al 2007). Stockdale et al. (2003) y posteriormente Bargo et al. (2006) hallaron fuertes 
correlaciones entre el CMS de forraje y la concentración de cis-9, trans-11 CLA en leche.  
La suplementación energética tiene además un efecto directo sobre el ambiente 
del rumen y la actividad metabólica de sus microorganismos. Estos aspectos serán 
ampliamente discutidos en los capítulos siguientes ya que representan factores de gran 
incidencia sobre el nivel de grasa en leche y el perfil de AG de la misma a través de los 
intermediarios generados en el proceso de BH. 
Presumiblemente, el consumo de cascarilla de soja como suplemento de fibra 
altamente fermentecible genera un medio ruminal similar al de dietas basadas en forraje 
como único alimento y promueve la mayor producción de isómeros trans-11 y cis-9, 
trans-11 CLA en leche. El presente experimento tuvo por objeto evaluar el efecto de dos 
suplementos contrastantes en el aporte de carbohidratos (cascarilla de soja vs. grano de 
maíz) sobre el CMS, la  digestibilidad in vivo de la materia seca (DMS), la producción de 
leche (PL), la composición y perfil de AG de la leche de ovejas lecheras sobre una dieta 
base de raigrás (Lolium multiflorum L.) fresco. 
 
2.2. Materiales y métodos: 
El experimento fue llevado a cabo en el tambo experimental ovino ubicado en el 
Departamento de Producción Animal de la Facultad de Agronomía, Universidad de 
Buenos Aires (FAUBA). Una pastura de raigrás anual (Lolium multiflorum L) fue 
utilizada durante la etapa experimental para proveer forraje fresco que fue cortado 
diariamente y suministrado en comedero.  
 
2.2.1. Animales y diseño experimental: 
Todos los procedimientos que involucraron el manejo de los animales fueron 
aprobados por el Comité de Ética y Bienestar Animal del Departamento de Producción 
Animal, FAUBA. 
Diez ovejas lecheras (30 días en leche, DEL; 65,8 ± 8,67 kg de peso vivo, PV) 
fueron alojadas en corrales individuales con libre acceso al agua de bebida y distribuidas 
en dos grupos de 5 animales cada uno, balanceados por condición corporal (CC). Las 
ovejas fueron asignadas a dos tratamientos, en un diseño completamente aleatorizado con 
medidas repetidas en el tiempo: CS (Cascarilla de soja) y MZ (grano de maíz). Los 
tiempos de muestreo fueron tres, con 14 días previos de adaptación a la dieta y 7 días 
consecutivos de muestreo cada uno de esos tiempos. La duración total del experimeto fue 
de 35 días (14+21) en un diseño continuo. 
Las dietas se formularon en base seca (bs) según NRC (1985) y fueron 
balanceadas con expeller de soja de modo que resulten isonitrogenadas (16% PB bs). El 
raigrás anual se cortaba al mediodía y se ofrecía fresco en comederos individuales, 
separados del suplemento. El suplemento, integrado por el concentrado energético más el 
expeller de soja y suplemento vitamínico-mineral (correctamente mezclados) fueron 
suministrados media hora después del forraje fresco. La ración total diaria se ofreció al 
4% del PV, en una relación forraje: concentrado de 50:50 en bs. El PV fue registrado al 
inicio de cada tiempo de muestreo (3 tiempos de 7 días cada uno) y la CC fue evaluada 
en una escala de 1 a 5, con puntos intermedios cada medio punto, al mismo momento de 
pesaje de los animales (Russel et al., 1969). 
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2.2.2. Muestreos y análisis. 
 Composición química de los alimentos. 
 
Todos los ingredientes de la ración (concentrados y forrajes) se muestrearon 
diariamente y luego se constituyó un pool de muestras por cada tiempo de muestreo (3). 
Estas muestras compuestas fueron analizadas por MS, a través del secado en estufa de 
aire forzado a 105°C durante 4h (AOAC, 2000). Para los análisis de composición química 
todas las muestras fueron secadas en estufa de aire forzado a 65°C durante 48 h y luego 
molidas a un tamaño de malla de 1mm utilizando un molino Willey (Arthur H. Thomas, 
Philadelphia, PA). Las muestras de forrajes, concentrados y heces fueron analizadas para 
proteína bruta (PB), extracto etéreo (EE), y fracciones analíticas de la fibra (FDN, FDA 
y LDA). Para el análisis de AG, las muestras de forraje fueron inmediatamente 
almacenadas en freezer a -20°C y secadas por liofilización. Para los análisis de los 
concentrados se utilizó una muestra pool de los tres tiempos de muestreo (Cuadro 1 y 2). 
En cambio, para los analisis del raigrás, se utilizó una muestra pool por cada tiempo 
(Cuadro 3 y 4). 
 
Técnicas de referencia: 
 
• Fibra en detergente neutro, fibra en detergente ácido y lignina en detergente ácido 
(FDN, FDA y LDA): por el método secuencial, con α-amilasa y sin sulfito de 
sodio, acorde al procedimiento descripto por Van Soest et al. (1991) en un baño 
procesador (Ankom Technology Corp., Fairpoint, NY, USA). 
• Proteína bruta (PB): por técnica micro Kjeldahl transformando el N obtenido en 
PB mediante el factor 6,25 (AOAC, 1990). 
• Extracto etéreo (EE): extractor Soxhlet, con hexano (AOAC, 1992).                                                                          
• Cenizas: Por combustión total en mufla (AOAC, 2000). 
• Ácidos grasos (AG) en forrajes y concentrados: análisis por cromatografía 
gaseosa, utilizando el procedimiento de metilación en un paso descripto por 
Sukhija y Palmquist (1988). 
 
 
Cuadro 1. Composición química de los alimentos que integran el suplemento (pool de tres 
tiempos de muestreos). 
  Cascarilla de soja Grano de maíz Expeller de soja 
MS (g/Kg) 936,9 929,45 945,51 
MO (g/Kg) 753,22 905,18 880,27 
PB (g/Kg) 163,05 115,15 415,86 
FDN (g/kg MS) 434,60 51,20 133,50 
FDA (g/kg MS) 327,90 25,62 70,11 
EE (g/kg MS) 23,23 75,71 143,11 
MS: materia seca; MO: materia orgánica; PB: proteina bruta; FDN: fibra insoluble en detergente neutro;  
FDA: fibra insoluble en detergente acido: EE: extracto etéreo. 
 
 
Cuadro 2. Perfil de ácidos grasos de los alimentos que integran el suplemento (pool de 
tres tiempos de muestreo). 
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FAMEs (g/100g)1 Cascarilla de soja Grano de maíz Expeller de soja 
16:0 12,22 11,95 12,02 
16:1 C9 Nd Nd 0,08 
18:0 4,73 2,08 4,32 
18:1 C9 18,21 31,29 17,68 
18:2 n6 53,98 45,26 53,15 
20:0 Nd 0,57 0,30 
18:3 n3 7,30 1,24 7,44 
1 FAME: Fatty acid methyl ester. 
 
 
 
Cuadro 3. Composición química de raigrás fresco en los distintos tiempos de 
muestreo (I, II y III) (pool por tiempo). 
  I II III 
MS (g/Kg) 164,3 203,61 223,12 
MO (g/Kg) 783,87 765,99 805,25 
PB (g/Kg MS) 192,48 181,92 180,73 
FDN (g/kg MS) 534,1 437,1 480,1 
FDA (g/kg MS) 276,71 242,86 242,61 
LDA (g/kg MS) 48,44 39,37 24,14 
EE (g/kg MS) 39,79 49,23 42,01 
MS: materia seca; MO: materia orgánica; PB: proteina bruta; FDN: fibra insoluble en detergente neutro;  
FDA: fibra insoluble en detergente acido; LDA: lignina insoluble en detergente ácido; EE: extracto etéreo. 
 
 
Cuadro 4. Perfil de ácidos grasos de raigrás fresco en los distintos tiempos de 
muestreo (I, II y III) (pool por tiempo). 
 µg 1FAMEs/ kg MS raigrás I II III 
12:0 1,01 0,56 0,79 
14:0 0,78 0,60 0,68 
15:0 0,26 0,29 0,16 
i16:0 6,79 5,49 6,61 
16:0 20,68 19,79 23,10 
16:1 c7 2,43 2,42 2,55 
16:1 c9 0,49 0,86 1,03 
17:0 0,32 0,35 0,26 
17:1 c10 1,94 2,46 1,79 
18:0 1,59 2,52 2,14 
18:1 n9 5,84 8,68 10,87 
18:2 n6 8,36 7,93 12,05 
20:0 0,84 0,79 0,58 
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18:3 n3 25,17 17,94 29,58 
20:3 n3 1,43 1,21 1,24 
24:0 0,71 1,00 1,74 
24:1 n9 0,12 0,72 0,74 
1 FAME: Fatty acid methyl ester. 
 
Consumo y digestibilidad. 
 
El CMS fue calculado diariamente como la diferencia entre Kg de alimento 
ofrecido y kg de alimento rechazado, corregidos por el valor diario de materia seca.  
La evaluación de digestibilidad se realizó durante el tercer periodo de muestreo, 
mediante el método in vivo (DMS), utilizando arneses de digestibilidad, que permitían 
filtrar la orina y colectar correctamente sólo las heces. Los arneses se vaciaban dos veces 
por día y las excretas se pesaban en fresco al final del día. Se tomó una submuestra del 
10% para la corrección por MS y posterior análisis químico. 
 
 
Producción y composición química de la leche.  
 
La producción individual de leche (g.d-1) fue calculada como la suma de la 
producción de los dos ordeñes, a las 08:00 y 16:00, respectivamente. Se colectaron 
diariamente muestras de leche en tubos Falcon de 50ml en cada uno de los ordeñes y 
luego se formaron dos muestras compuestas por animal por cada tiempo de muestreo. 
Una de las mismas fue almacenada a 4°C con bronopol como conservante para el 
posterior análisis de grasa, proteína y sólidos totales con tecnología MilkoScan (INTI). 
La otra muestra fue almacenada a –20°C para el posterior análisis de ácidos grasos por 
cromatografía gaseosa. 
 
 Análisis de ácidos grasos en leche. 
 
Para el análisis de AG en leche, se tomaron 25mg de grasa y fue transformada en 
ácidos grasos metil-esters (FAME) por medio de la metanolisis básica de los glicéridos 
con KOH en metanol de acuerdo con procedimiento ISO-IDF (ISO –IDF, 2002). Para el 
análisis cromatográfico se utilizó un equipo Varian, modelo CP3800 equipado con 
detector FID, con columna capilar CP-Sil 88(100m*0.25mm*0.20μm of Varian CP7489). 
La temperatura del inyector y del detector fue de 250°C. El gas carrier utilizado fue el 
helio, mantenido a un flujo constante de 1.0 mL/min. Se inyectó 1 µl de muestra con un 
split de 1:100. La temperatura de la columna se mantuvo en 45°C durante 4 min, luego 
se incrementó desde 45 a 165°C a una tasa de 13°C/min y fue mantenida durante 35 min; 
finalmente se incrementó desde 165 a 215°C a una tasa de 4°C/min, mantenida durante 
30 min. El tiempo total de la corrida fue de 90 min. 
Los ácidos grasos fueron identificados comparando los tiempos de retención 
relativa con los estándares individuales de ácidos grasos (PUFA-2 Animal Source, Grain 
Fatty acid Methyl Ester Mix, Octadecadienoic acid, conjugated, methyl ester, trans-11-
Vaccenic Methyl Ester, cis-11-Vaccenic Methyl Ester, trans-9-Elaidic Methyl Ester and 
37-Component FAME mix, Sigma-Aldrich, USA). Los resultados analíticos fueron 
expresados como porcentaje del total de ácidos grasos. 
Los índices de ácidos grasos fueron calculados de la siguiente manera: 
 
• Indice ∆9 –desaturasa: 
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[C14:1 / (C14:0 + C14:1)], de acuerdo con Lock y Garnsworthy (2003), citados por 
Palladino et al. (2009). 
• Índice de aterogenicidad: 
(C12:0 + 4×C14:0 + C16:0) / (MUFA + PUFA), según Chilliard et al. (2003). 
 
Técnicas de referencia: 
 
• Milk fat-Preparation of fatty acid methyl esters. International Standard ISO 
15884-IDF 182:2002. Geneva, Switzerland: International Standardization 
Organization/International Dairy Federation. 
• Determination of the fatty acid composition by gas-liquid chromatography. 
International Standard ISO 15885-IDF. Switzerland: International 
Standardization Organization/International Dairy Federation. 
• Use of an extremely polar 100-m column in combination with a cyanoalkyl 
polysiloxane column to complement the study of milk fats with different fatty acid 
profiles. Miguel Ángel de la Fuente, Valle Rodríguez-Pino, Manuela Juárez. 
International Dairy Journal 47 (2015) 52-63. 
 
2.2.3. Análisis estadístico. 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SAS (SAS Institute, 2008). 
Los resultados fueron analizados como un diseño completamente aleatorizado utilizando 
el procedimiento mixto, donde el animal fue incluido como efecto aleatorio. Las medias 
fueron comparadas mediante test de Tukey (α= 0,05). La ecuación del modelo se describe 
como: 
Yij = µ + trati + tiempoj + trati x tiempoj + Errorij 
donde: µ es la media general, trati   es el efecto del tratamiento (MZ y CS), tiempoj 
representa el tiempo de muestreo, trati x tiempoj es la interacción, y Errorij es el error 
experimental. Las diferencias fueron declaradas con P < 0,05 y las tendencias se 
discutieron cuando P < 0,10. 
 
2.3. Resultados y discusión.  
 
2.3.1. Consumo y digestibilidad.  
 
De acuerdo con los resultados reportados en el Cuadro 5, se detectaron diferencias 
en CMS y DMS entre dietas (P < 0,05). Las ovejas alimentadas con CS presentaron mayor 
CMS respecto de las que recibieron MZ, debido al mayor consumo de forraje (P < 0,05) 
dado que no hubo diferencias en el consumo de suplemento entre tratamientos (resultados 
no reportados en el cuadro).  
Mac Gregor et al. (1976) sugirieron que el tamaño de partícula de la cascarilla de 
soja facilita una mayor tasa de pasaje a través del retículo-rumen, permitiendo un 
incremento en el consumo. Por otro lado, está ampliamente aceptado que el contenido de 
fibra medida como FDN se halla negativamente correlacionado con el consumo (Waldo, 
1986; Jung and Allen, 1995; Allen, 2000; Arelovich et al., 2008; Harper and Mc Neill, 
2015) debido al efecto de llenado causado por una lenta fermentación y, por ende, alto 
tiempo de permanencia en el rumen (Zambon et al., 2012). 
Tal como lo expuesto en el Cuadro 1, la dieta CS contiene mayor contenido de 
FDN, lo cual nos conduciría a esperar menores CMS totales por efecto de regulación 
física. Sin embargo, en una extensa revisión publicada por Ipharraguerre y Clark (2003) 
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sobre el uso de cascarilla en dietas de lechería, se reportó que no existía correlación entre 
el CMS y la concentración de FDN para dietas conteniendo CS. Es importante considerar 
que la FDN de la cascarilla de soja ha sido indicada como fibra de alta fermentabilidad 
(Hein, 2009) y, como tal, incrementa la tasa de pasaje y, en consecuencia, el consumo 
(Robinson y McQueen, 1997). Es por esto que es la composición química de la FDN más 
que el contenido de FDN en sí misma, la que explica el mayor consumo en la dieta CS 
vs. la dieta MZ. 
 
 
Cuadro 5. Efecto de la fuente energética suplementada sobre la performance animal. 
Variable 
   Tratamiento1 
EEM2 
Significancia3 
        MZ CS T P TxP 
Consumo de MS total (g.kg-1 PV0.75) 89,2b 98,9a 2,92 * ** NS 
Consumo de MS de forraje (g.d-1) 1015b 1181a 35,0 ** ** NS 
 
Digestibilidad de la MS (g.kg-1 MS)5 814,5a 746,3b 14,45 * - - 
Digestibilidad de la FDN (g.kg-1 FDN)5 723,2 742,7 14,97 NS - - 
Digestibilidad de la FDA (g.kg-1 FDA)5 560,9b 723,5a 41,29 * - - 
Peso Vivo (kg) 64,9 65,73 2,22 NS NS NS 
Condición Corporal 2,42 2,6 0,1 NS NS NS 
Producción de leche (g.d-1) 1290 1601 180,4 NS NS NS 
Proteína (g.kg-1 leche) 50,6 50,0 1,81 NS NS NS 
Grasa (g.kg-1 leche) 65,3 73,7 4,68 NS NS NS 
 
Eficiencia de conversión (g leche.kg-1 CMS) 667 674,6 58,59 NS ** NS 
a-b Superíndices en una misma fila indican diferencias entre medias. 
1MZ= grano de maiz; CS = cascarilla de soja; 2Error estándar de la media 3T=tratamiento; P=periodo; 
TxP=interaccion * P < 0,05; ** = P < 0,01;  NS = no significativo. 
 
Bernard y Mc Neil (1991) evaluaron la respuesta productiva y la digestibilidad en 
vacas lecheras alimentadas con dietas a base de silaje de maíz conteniendo distintos 
suplementos energéticos con alto contenido de fibra en reemplazo parcial del grano de 
maíz como fuente de energía. Observaron mayor CMS en el grupo que recibió CS en 
comparación con afrechillo de trigo, no existiendo diferencias con los animales que 
consumieron gluten feed y la dieta control con grano de maíz. Tal como lo esperado y, de 
acuerdo a la mayor concentración de fibra del tratamiento CS, los consumos de FDN y 
FDA también resultaron significativamente mayores en la dieta con cascarilla (P < 0.01).  
En un trabajo más reciente conducido por Zenou y Miron (2005) sobre ovejas 
lecheras, se evaluó la performance productiva a través de la inclusión de CS como 
sustituto del MZ a una dieta conteniendo 25% de heno, 10% de silaje de trigo y 65% de 
suplemento peletizado, el cual contenía un 51% de CS como reemplazo del MZ. También 
obtuvieron mayores CMS y de FDN en el grupo de animales que consumió pellets con 
CS como fuente de energía en comparación con ovejas del grupo MZ que recibieron 
pellets con alto contenido de almidón. Ipharraguerre et al. (2002) reportaron una 
tendencia en el decrecimiento lineal del CMS en vacas lecheras en lactancia media 
conforme se incrementaba el porcentaje de inclusión de CS en reemplazo del MZ sobre 
una dieta a base de silaje de alfalfa, obteniéndose los CMS más bajos al 30 y 40% de 
inclusión de CS. A diferencia de dicho estudio, para un nivel de inclusión similar, del 
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50% de CS, se observó mayor CMS en comparación con la dieta MZ.  De igual forma, 
Broderick et al. (2002), para la misma dieta base del estudio de Ipharraguerre et al. (2002) 
(silaje de alfalfa), encontraron menores CMS cuando reemplazaron parcialmente el grano 
de maíz por pulpa de citrus, otra fuente de carbohidratos fibrosos de alta degradabiliad, 
en una relación de 50:50 en el suplemento, acompañada esta reducción en el consumo por 
menor rendimiento de leche.   
En referencia a la digestibilidad, el suplemento energético tuvo un efecto 
altamente significativo sobre la DMS, la cual resultó superior en el tratamiento MZ (P < 
0,05). Esto es contrario a lo observado por Zervas et al. (1998) quienes obtuvieron 
mayores DMS en ovejas suplementadas con CS como fuente energética alternativa del 
MZ, en una dieta 40:60 heno:concentrado. En el experimento de Bernard y Mc Neil 
(1991) mencionado anteriormente, no se observaron diferencias significativas entre CS y 
MZ para la DMS aunque sí se obtuvieron diferencias para la digestibilidad de las 
fracciones fibrosas en favor del tratamiento CS, en una dieta base de silaje de maíz. Más 
recientemente, en un ensayo sobre cabras en lactancia temprana, Zambon et al. (2012) 
concluyeron que la cascarilla posee mayor DMS respecto del maíz molido (63% vs 54%) 
evaluando su reemplazo en una dieta base de 40% silaje de maíz.   
En nuestro estudio, la digestibilidad de la FDN no fue afectada por el suplemento 
energético, sugiriendo que la digestibilidad de la fibra de la dieta de cascarilla es 
comparable con la dieta de maíz, aún encontrando mayores contenidos de fibra en la dieta 
CS (Cuadro 1). Por el contrario, la digestibilidad de la FDA fue afectada por la dieta, 
siendo de 723,5 g/kg MS y 560,9 g/kg MS para CS y MZ, respectivamente (P < 0,05). 
Esto se halla en consistencia con ensayos previos en vacas lecheras, los cuales reportan 
incrementos en la digestibilidad de la FDA en dietas conteniendo CS en reemplazo de los 
granos (Mac Gregor, 1976; Highfill, 1987; Bernard, 1988). Los resultados contradictorios 
encontrados en la DMS podrían sugerir efectos asociativos entre el forraje y el suplemento 
energético. 
Dixon y Stockdale (1999) indicaron que las interacciones forraje-grano en dietas 
mixtas, también conocidas como “efectos asociativos” se deben, principalmente, a 
cambios en el consumo y/o en digestibilidad, con mayores efectos sobre el consumo de 
forraje (expresado como efecto de sustitución) que sobre la digestión de la fibra. El efecto 
de sustitución se explica, en términos simples, a través de un menor consumo de forraje 
debido al reemplazo por el consumo de suplemento. Esto podría explicar porqué, en el 
presente trabajo, se obtuvieron mayores CMS y consumo de forraje en el tratamiento CS 
en comparación con MZ (P < 0.05), aún sin efecto sobre la digestibilidad de la FDN entre 
dietas. Los resultados observados sobre el consumo radicarían, posiblemente, en el efecto 
de sustitución para la dieta MZ por un lado y, por otro, en la alta tasa de pasaje de la 
cascarilla de soja sumado a un ambiente ruminal más próximo al de dietas de 100% forraje 
en comparación con dietas mixtas con grano (Anderson et al., 1988a) para la dieta CS. 
Esto último puede verse reflejado, especialmente, en mayores niveles de pH ruminal 
obtenidos en el tratamiento CS en comparación con MZ (ver capítulo 3). Si evaluamos la 
interacción forraje-grano a partir de cambios en la digestibilidad, podríamos deducir que 
la DMS no sólo dependería del tipo de concentrado utilizado en la dieta sino que también 
del forraje base. Al parecer, cuando la calidad del forraje es alta, como la pastura de 
raigrás del presente estudio, el uso de CS como fuente de energía en una relación de 50:50 
forraje:suplemento, resulta en menores digestibilidades de la dieta total, aún cuando el 
suplemento es una fuente de fibra de alta degradabilidad. Por otro lado, cuando el forraje 
base es de calidad intermedia a baja, como el heno en el estudio de Zervas et al. (1998) y 
el silaje de maíz en los experimentos de Bernard y Mc Neil (1991) y Zambon et al. (2012), 
la DMS se incrementa al utilizar cascarilla de soja, probablemente debido a un efecto 
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asociativo positivo sobre la degradación de la fibra del forraje base. Queda claro que las 
respuestas en consumo y digestibilidad son el resultado de una fuerte interaccion entre el 
forraje base de la dieta y el tipo de concentrado utilizado.  
Hein (2009) señaló que las mejoras en performance productiva obtenidas con la 
inclusión de cascarilla de soja eran usualmente atribuidas a la mayor digestibilidad total 
de la dieta en comparación con dietas de heno únicamente, lo cual se acompañaba, al 
mismo tiempo, por incrementos en el consumo. 
 
2.3.2. Producción y calidad de leche. 
 
No se detectaron diferencias entre tratamientos para las variables PL, composición 
química de la misma y eficiencia de conversión (P > 0,05; Cuadro 5). Si bien estos 
resultados son consistentes con algunos estudios en vacas lecheras, en los cuales los 
suplementos almidonosos fueron reemplazados por suplementos de alto contenido de 
fibra (Mac Gregor et al., 1976; Nakamura y Owen, 1989; Bernard y Mc Neill, 1991; Dan 
et al., 2008), existen evidencias que muestran resultados contradictorios. Ipharraguerre et 
al. (2002) indicaron que la producción de leche tuvo una tendencia a decrecer con un 
porcentaje de inclusión de CS del 40%, no obstante la concentración de grasa de la leche 
se incrementó linealmente a mayores porcentajes de inclusión de CS y menores 
contenidos de almidón en el suplemento. Por otro lado, Voelker y Allen (2003c) 
reportaron que no hubo efecto del incremento de la pulpa de citrus en la dieta, suplemento 
fibroso rico en pectinas, sobre el rendimiento de leche pero sí hubo un incremento 
cuadrático sobre el rendimiento de grasa. 
Otros estudios en pequeños rumiantes, como el de Gentil et al., (2011) en ovejas 
lecheras, no hallaron diferencias en la PL y porcentaje de grasa al sustituir harina de maíz 
con CS al 20 y 40%. Del mismo modo, en cabras lecheras no hubo efecto sobre la PL, PL 
corregida al 3,5% de grasa, eficiencia de conversión y composición química, al comparar 
la suplementación con MZ y CS (Zambon et al., 2012). Si bien los trabajos mencionados 
anteriormente indican que no hubo efecto de la utilización de CS en reemplazo de MZ 
sobre las variables de producción y composición de la leche, algunos experimentos han 
mostrado que cuando los suplementos almidonosos son reemplazados por FDN de 
cascarilla de soja o pulpa de citrus durante la segunda mitad de la lactancia en ovejas, se 
observan incrementos significativos sobre el rendimiento de leche y de grasa (Cavani et 
al., 1990; Cannas et al., 1998; Zenou y Miron, 2005; Cannas et al., 2013; Nudda et al. 
2014). En el presente trabajo, como en el de Gentil et al. (2011) y el de Zambon et al., 
(2012), los animales se encontraban en lactancia temprana (30 DEL), lo que conduce a 
preguntarnos si este factor, la fase de lactancia, podría ser una de las posibles razones por 
las cuales no hubo efecto del suplemento sobre la producción de leche y de grasa aún 
cuando los CMS y de FDN resultaron superiores en el tratamiento CS (P < 0,05).  
Si bien es cierto que en lactancia temprana ocurren múltiples cambios hormonales 
y fisiológicos al mismo tiempo que el metabolismo intenta ajustarse a los elevados 
requerimientos energéticos de esa etapa (NRC, 2001), la relación “consumo-producción 
de leche” es más clara y estudiada en vacas en comparación con ovejas dado que se ha 
seleccionado mucho mas para el carácter “producción de  leche”. Es posible que el mayor 
CMS observado en el tratamiento CS no sea expresado en una mejora en la eficiencia de 
utilización del alimento para la produccion de leche (Adin et al., 2009) del mismo modo 
que el mayor consumo de FDN no resultó en mayores concentraciones de grasa debido a 
la alta variabilidad entre individuos, más que al momento de la lactancia. Sumado a la 
alta variabilidad entre individuos, cabe mencionar el bajo número de animales que limita 
el poder de la prueba. Evidencia de esto puede ser la diferencia obtenida en PL, de un 
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24% mas en CS, sin observarse diferencias estadísticas. Por lo tanto, el efecto de la fuente 
suplementaria de energía sobre la performance lechera, en términos de producción y 
calidad, puede resultar muy variable y ser el resultado de la interacción de diversos 
factores como la especie animal, el individuo y el momento de la lactancia. 
Independientemente de los resultados de las investigaciones citadas, Vasta et al. 
(2008), en una extensa revisión, concluyeron que es posible mantener la productividad 
animal y la calidad del producto final (tanto leche como carne) al utilizar fuentes 
energéticas alternativas como los suplementos de alto contenido de fibra (ej. cascarilla de 
soja) en dietas de rumiantes menores. 
 
2.3.3. Perfil de ácidos grasos de la leche. 
 
Del análisis de la composición de AG de la leche, reportado en el Cuadro 6, se 
observan diferencias entre los AG de cadena corta y media (C4:0 al C12:0; P < 0,05), 
resultando el ac. butírico en mayor concentración en el tratamiento CS (2,27 vs. 2,02g/100g 
AG; P = 0.01). Por el contrario, las concentraciones del C6:0, C8:0, C10:0 y C12:0 
resultaron superiores en la leche de las ovejas que recibieron la dieta MZ (P < 0.05).  Estos 
AG provienen de la síntesis de novo en la glándula mamaria y, según lo indicado por 
Chilliard et al. (2001), dicha síntesis es afectada por el balance energético del animal para 
el mantenimiento del peso y la producción de leche. Un mejor balance energético puede 
reflejarse en cambios positivos del peso vivo y mayores niveles de producción de leche 
(Addis et al., 2005).  
Sin embargo, aún habiendo obtenido diferencias en las concentraciones de los AG 
de cadena corta, las dietas no se diferenciaron en cuanto al peso vivo y la condición 
corporal, ni tampoco en la producción de leche (P > 0,05). 
Si observamos aquellos AG de especial interés en salud humana, pueden verse 
notables diferencias tanto en las concentraciones de AL (cis-9, cis-12 C18:2) como de ALN 
(cis-9, cis-12, cis-15 C18:3) que fueron superiores en el tratamiento CS (P < 0,05), 
resultando en 3,38 vs 2,40 g/100g para C18:2 y de 0,86 vs. 0,44 g/100g para C18:3. Otros 
dos AG poliinsaturados de relevancia, como el EPA (C20:5) y el DHA (C22:6), derivados 
de la serie omega 3 (n3), también resultaron superiores en aquellas ovejas suplementadas 
con CS (P < 0,05). El tratamiento CS exhibe una mejor aptitud nutracéutica validada por 
su mayor concentración total de PUFA y de omega 3, superando al tratamiento MZ en 30% 
y 77%, respectivamente y además una tendencia en favor de la relación n6/n3, siendo de 
4,50 para MZ y de 3,56 para CS (P < 0,10); de todos modos este índice es muy bueno en 
ambos casos. Mayores concentraciones de ac. linolénico y omega 3 en leche de cabras 
suplementadas con CS en reemplazo del maíz, fueron atribuidas por Zambon et al. (2012) 
al mayor contenido de C18:3 n3 en la cascarilla de soja.  
 Respecto del cis-9, trans-11 C18:2 CLA (ruménico), no se observaron diferencias 
entre tratamientos (P=0,69), aunque existen diferencias numéricas en favor de CS 
(1,65g/100g vs. 1,56 g/100g). Sin embargo, difirieron entre dietas las concentraciones de 
trans-11 C18:1 (vaccénico), siendo de 3,29 g/100g y de 2,42 g/100g para CS y MZ, 
respectivamente (P < 0,05). Esto resulta de especial importancia dado que ha sido bien 
documentada la relación existente entre las concentraciones de trans-11 C18:1 y cis-9, 
trans-11 CLA en leche, siendo el vaccénico la principal fuente de ruménico a nivel 
glándula mamaria gracias a la actividad del complejo enzimático delta-9 desaturasa 
(Griinari y Bauman, 1999).  
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Cuadro 6. Perfil de ácidos grasos de la leche de ovejas suplementadas con fuentes 
contrastantes de carbohidratos. 
FAME (g/100g FAMEs)          Tratamiento1               EEM2                P – value3 
   MZ CS   Trat Ti Trat x Ti 
C4:0 2,02 a 2,27 b 0,06 0,01 0,26 0,18 
C6:0 1,88 a 1,75 b 0,06 0,13 0,10 0,18 
C8:0 2,00 a 1,64 b 0,09 0,01 0,42 0,26 
C10:0 6,11 a 4,90 b 0,29 0,01 0,42 0,32 
C12:0 3,59 a 2,78 b 0,17 0,00 0,51 0,53 
C14:0 7,97 7,80 0,24 0,64 0,35 0,61 
C16:0 20,76 21,53 0,40 0,20 0,11 0,25 
C16:1 1,92 1,84 0,06 0,40 0,25 0,95 
C18:0 12,20 12,95 0,65 0,43 0,45 0,20 
Trans-6-8 C18:1 0,40 0,41 0,02 0,74 0,20 0,69 
Trans-9 C18:1 0,32 0,34 0,02 0,45 0,56 0,40 
Trans-10 C18:1 0,72 0,56 0,19 0,56 0,19 0,65 
Trans-11 C18:1 VA 2,42 a 3,29 b 0,25 0,02 0,84 0,26 
Trans-12 C18:1 0,37 0,40 0,05 0,73 0,06 0,28 
Cis-9 C18:1 23,03 21,75 0,69 0,21 0,21 0,15 
Cis-11 C18:1 0,56 0,33 0,08 0,05 0,39 0,75 
Cis-12 C18:1 0,37 0,51 0,06 0,10 0,74 0,61 
Cis-14 + trans-16 C18:1 0,37 0,44 0,03 0,12 0,10 0,23 
Cis-9, cis-12 C18:2 n6 2,40 a 3,38 b 0,24 0,01 0,91 0,83 
Cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 n3 0,44 a 0,86 b 0,04 0,00 0,05 0,02 
Cis-9, trans-11 + trans-7,  1,56 1,65 0,16 0,69 0,93 0,62 
Trans-8, cis-10 C18:2 CLA       
Trans-10, cis-12 C18:2 CLA 0,02 0,02 0,01 0,88 0,69 0,65 
C20:4 n6 0,17 0,18 0,01 0,60 0,72 0,58 
C20:5 n3 0,04 a 0,05 b 0,01 0,01 0,04 0,73 
C22:6 n3 0,03 a 0,04 b 0,01 0,03 0,35 0,41 
Total CLA 1,72 1,87 0,18 0,56 0,90 0,66 
SFA 60,14 59,69 0,81 0,70 0,03 0,73 
MUFA 30,59 29,93 0,55 0,41 0,02 0,55 
PUFA 5,41 a 7,02 b 0,34 0,00 0,98 0,48 
n3 0,59 a 1,05 b 0,04 <0,0001 0,11 0,02 
n6 2,65 a 3,63 b 0,25 0,01 0,92 0,87 
n6/n3 4,50 3,56 0,33 0,06 0,94 0,29 
VA/CLA 1,43 a 1,78 b 0,09 0,01 0,73 0,35 
Índice ∆9 –desaturasa 0,02 a 0,01 b 0,01 0,03 0,35 0,67 
Índice de atherogenicidad 1,58 1,51 0,07 0,44 0,17 0,69 
a-b Superíndices en una misma fila indican diferencias entre medias. 
1 MZ= grano de maíz; CS = cascarilla de soja; 2Error estándar de la media; 3 Trat=tratamiento; Ti=tiempo de muestreo; 
Trat.xTi=interaccion. Diferencias significativas: P < 0,05; Diferencias altamente significativas: P < 0,01.FAME= 
ácidos grasos-metyl éster; VA= ácido vaccénico; CLA= ácido linoleico conjugado; SFA=sumatoria de ácidos grasos 
saturados; MUFA=sumatoria de ácidos grasos monoinsaturados; PUFA= sumatoria de ácidos grasos poliinsaturados; 
n3= ácidos grasos omega 3; n6= ácidos grasos omega 6. 
   
En el presente estudio, y de acuerdo a la Figura 1, se ha obtenido una regresión 
altamente significativa entre las concentraciones (g/100g) de trans-11 C18:1 y CLA 
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totales (el 90% corresponde al cis-9, trans-11), con un R2 de 0,56 (P < 0,0001). Valores 
similares fueron obtenidos por Palladino et al. (2009) en vacas lecheras (r=0.55) y 
superiores, tambien en vacas lecheras por Bargo et al. (2003; R2=0,85) y  por Mele et al. 
(2006) en ovejas (R2= 0,93).  
 
Figura 1. Relación entre las concentraciones (g/100g) de trans-11 C18:1 y CLA totales 
en leche de ovejas. 
 
A través del relación VA/CLA es posible tener una aproximación de la eficiencia 
de transformación de vaccénico a ruménico. En el actual estudio, la relación VA/CLA 
obtenida para el tratamiento CS fue de 1,78, la cual difirió de la dieta MZ cuya relación 
VA/CLA fue de 1,43 (P < 0,05). En un estudio con ovejas consumiendo una dieta de 
raigrás fresco como único alimento, Addis et al. (2005) reportaron una relación VA/CLA 
de 1,76, muy similar a la obtenida para el tratamiento CS con una proporción de raigrás 
fresco del 50%. Stockdale et al. (2003) y Bargo et al. (2006) encontraron una relación 
positiva entre el consumo de forraje y la concentración de cis-9, trans-11 CLA en la leche 
de vacas. Existe una mayor síntesis endógena de cis-9, trans-11 CLA sobre sistemas 
pastoriles explicada por el mayor consumo de C18:3 respecto de C18:2. En estas 
condiciones, se produciría una mayor acumulación ruminal de vaccénico que luego en 
glándula mamaria será convertido a ruménico a través de la Δ9-desaturasa, como fue 
indicado previamente (Loor et al., 2004).   
Otro factor de influencia sobre el perfil de AG lo constituye la relación F:C 
difiriendo la sensibilidad a la misma según la especie. Nudda et al. (2014) indicaron 
menor incidencia de la relación F:C sobre la concentración de CLA en leche en ovejas en 
comparación con vacas. En este contexto, Gómez-Cortes et al., (2011a) reportaron una 
reducción en el nivel de ac. vaccénico y AL a medida que se incrementaba la relación 
F:C, no observando variaciones en la concentración de CLA en leche de ovejas. 
Otros AG de interés, también intermediarios del proceso de BH del ac. linoleico 
(Bauman y Griinari, 2003), son el trans-10 C18:1 y al trans-10, cis-12 18:2 CLA, ya que 
se asocian al llamado “Síndrome de baja grasa en leche” (MFD, según sigla en inglés). 
El MFD ha sido ampliamente estudiado y descripto en vacas lecheras por quien diera 
origen a dicha línea de investigación, el Dr. Bauman (Bauman y Griinari, 2001; Griinari 
y Bauman, 2006; Harvatine y Bauman, 2006; Bauman et al., 2008) y, en menor medida, 
en ovejas (Lock et al., 2006; Sinclair et al., 2007; Weerasinghe et al., 2007) y en cabras 
(Erasmus et al. 2004; Lock et al., 2008). Si bien las concentraciones de estos dos AG no 
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difirieron entre dietas (P=0,88), el trans-10 C18:1 resultó numéricamente superior en el 
tratamiento MZ (0,72 g/100g AG vs. 0,56 g/100g AG) coincidiendo con una menor 
concentración de grasa en MZ (65,3 vs. 73,7g.kg-1) que tampoco fue significativa, pero 
que podría indicar cierta asociación con el MFD. 
De acuerdo con Buccioni et al., (2009), la presencia de isómeros trans-10 18:1 y 
trans-10, cis-12 CLA fue inducida por una mayor proporción de concentrado en la dieta, 
al evaluar el efecto de distintas relaciones forraje:concentrado sobre el perfil de AG de 
licor ruminal de ovejas. Estos autores señalaron que un aumento en la proporción de 
concentrado alteraba los pasos normales del proceso de BH.  
Tal vez estas respuestas no se deban únicamente al tipo de carbohidratos utilizado, 
almidonosos vs. fibrosos, sino a la degradabilidad de los mismos. Jurjanz et al. (2004) 
ponen en escena este concepto, comparando dos fuentes de almidón de distinta 
degradabilidad ruminal. Observaron que la leche proveniente de vacas alimentadas con 
almidón altamente degradable presentaba mayor concentración de isómeros trans-10 
C18:1 respecto de la leche proveniente de dietas con almidón de baja degradabilidad. Es 
posible plantearse, entonces, el interrogante de si existen diferencias notables entre la 
degradabilidad del grano de maíz y la cascarilla de soja que puedan provocar diferencias 
significativas en los trans-10 en rumen y, en consecuencia, en la leche. 
En el capítulo siguiente se avanza sobre estos aspectos al presentar los resultados 
del estudio de ambiente ruminal, desde los parámetros que caracterizan el medio hasta los 
perfiles de AG generados en ambas dietas. 
 
2.4. Conclusiones. 
Las ovejas suplementadas con cascarilla de soja presentaron mayor CMS en 
comparación con el maíz, posiblemente debido al efecto de sustitución por el cual el grano 
de maíz deprimió el consumo de forraje. Este mayor CMS se tradujo en mayor PL (24% 
más en CS) aunque no difirió estadísticamente por el bajo poder de la prueba. 
Si bien el suplemento no tuvo un efecto diferencial sobre el porcentaje de proteína 
y grasa de la leche, esta última tuvo una calidad nutracéutica superior en la dieta CS. El 
mayor consumo de precursores de AG saludables y, posiblemente, factores metabólicos, 
operaron en favor del mayor pasaje y producción de PUFA y omega 3 en la leche de las 
ovejas suplementadas con cascarilla.  
 
 
 
 
 
 
 
19 
 
CAPITULO 3.  
Efecto de la fuente de energía suplementada sobre el ambiente ruminal y el 
metabolismo de los ácidos grasos. 
 
3.1. Introducción. 
 
La suplementación en sistemas pastoriles resulta una estrategia nutricional 
necesaria para mantener niveles de producción adecuados (Bargo et al., 2006). La 
incorporación de suplementos energéticos induce cambios en el ecosistema ruminal, que 
resultan más acentuados conforme se incrementa la fermentabilidad de los mismos. Uno 
de los cambios más evidentes sobre las condiciones físico-químicas del rumen lo 
constituye el descenso del pH, lo que conduce a una reducción en la actividad celulolítica 
y consecuente caída de la degradabilidad de la fibra, y a cambios en la estructura de las 
poblaciones microbianas y sus metabolismos (Mould, y Ørskov, 1983; Russell 2002; 
Klieve et al. 2003; Sung et al., 2007; Wanapat et al., 2015). 
En este sentido, todas aquellas características de la dieta que pueden reducir el 
valor medio diario de pH ruminal a valores inferiores a 6,25, como ser el menor tamaño 
de partícula, la alta proporción de concentrados, el exceso de almidón degradable en 
rumen, la ausencia de tampones o buffers, reducirían la eficiencia de la BH y pueden 
causar alteraciones en los intermediarios de dicho proceso (Grinarii et al., 1998; Grinarii 
y Bauman, 1999; Sauvant et al., 2000). Lee y Dewhurst (2010) señalaron que muchos 
mecanismos que inciden sobre la BH parecen operar a través de efectos sobre la lipólisis, 
la cual resulta afectada por bajos valores de pH (Van Nevel y Demeyer, 1996; Harfoot y 
Hazlewood, 1997), el tamaño de partícula (Gerson et al., 1988), el avance en el estado de 
madurez, el secado o ensilado (Boufaied et al., 2003), entre otros.  
Además del pH ruminal (Kalscheur et al., 1997; Kucuk et al., 2001; Schroeder et 
al., 2004; Troegeler-Meynadier et al., 2006), la relación forraje: concentrado (F:C) (Loor 
et al., 2004; Buccioni et al., 2009; Sterck et al., 2011) y el consumo y metabolismo 
ruminal de los AG (Jenkins et al., 2008; Kim et al., 2009) fueron señalados como algunos 
de los principales factores que modulan el proceso de BH. Valores de eficiencia de BH 
han sido reportados para un amplio rango de dietas alcanzando, en promedio, 93% y 85% 
para el C18:3n-3 y C18:2n-6, respectivamente (Doreau y Ferlay, 1994; Dewhurst et al., 
2006; Fievez et al., 2007; Jenkins et al., 2008). Dado que la eficiencia de la BH está 
directamente relacionada con el tipo de dieta, la producción de intermediarios en el 
proceso puede variar ampliamente, generando distintos perfiles de AG en el rumen.  
En condiciones de acidez ruminal y/o dietas ricas en almidón, se genera una fuerte 
producción de isómeros trans-10, tal como lo indica Loor et al. (2003) quienes reportaron 
incrementos en la concentración de trans-10, cis-12 CLA en rumen cuando los animales 
son suplementados con un concentrado almidonoso, como el grano de maíz. Por el 
contrario, aquellas dietas pobres en concentrados conducen a una fuerte proporción de 
isómeros trans-11. Chilliard et al., (2007) indicaron que las dietas a base de forraje 
disminuyen los AG saturados en beneficio del cis-9, trans-11 C18:2 y del C18:3. 
Un mayor consumo de C18:3 puede asociarse con incrementos en las 
concentraciones de cis-9, trans-11 CLA en leche. Esto puede deberse, para dietas altas en 
forraje, a la acumulación de trans-11 vaccénico a nivel ruminal que luego es desaturado 
a ruménico en glándula mamaria o por mayor flujo duodenal de CLA, tanto cis-9, trans-
11 como otros isómeros trans-11 en dietas suplementadas con aceite (Loor et al., 2004).  
La suplementación con lípidos, como el uso de aceites vegetales y marinos, 
promueven un incremento en las concentraciones, no sólo de cis-9, trans-11 CLA, sino 
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también de PUFA en la leche de rumiantes, tal como lo observado por Toral et al. (2012) 
en ovejas lecheras. Estos autores indican un cambio en los pasos normales del proceso de 
BH y la consiguiente acumulación de isómeros trans-10 a expensas de los trans-11 al 
utilizar suplementos con aceite de girasol y algas, resultados que atribuyen a cambios en 
el ambiente ruminal y a la composicion del microbioma. 
Asimismo, Boeckaert et al. (2008) reportaron para vacas lecheras alimentadas con 
dieta TMR (“total mixed ration”, según sigla en inglés) enriquecida con almidón versus 
dietas con bajos niveles de almidón, una mayor producción de trans-10 C18:1, no 
obstante no se detectaron disminuciones en el pH ruminal. En contraste, sobre un sistema 
100% pastoril y aún con bajos pH ruminales, no fue detectado el isómero trans-10, cis-
12 CLA en rumen y ni en leche (Palladino et al., 2014), lo que sugiere que existirían otras 
variables, aparte del pH ruminal, que pueden alterar los patrones de la BH. Buccioni et 
al. (2009) en un trabajo in vitro utilizando licor ruminal de ovinos mostraron que la 
presencia de trans-10, cis-12 CLA y trans-10 C18:1 en rumen fue inducida no sólo por 
una mayor proporción de concentrado sino además por el aporte de suplementación 
lipídica con aceite de soja, alterando los pasos típicos del proceso de BH (Bauman y 
Grinarii, 2001).  
Si bien existen suficientes evidencias que indican un efecto depresor sobre la 
eficiencia de BH causado por el descenso del pH ruminal (Grinarii et al., 1998; Grinarii 
y Bauman, 1999; Sauvant et al., 2000; Troegeler-Meynadier et al., 2003; Ribeiro et al., 
2007), aún no están del todo dilucidados los mecanismos biológicos involucrados. Estos 
mecanismos podrían estar vinculados con cambios en las poblaciones microbianas, lo 
cual será discutido en el próximo capítulo donde se presentan los resultados del estudio 
de microbioma ruminal a través de la utilizacion de técnicas de Next Generation 
Sequencing.  
El objetivo del presente experimento fue estudiar el efecto del suplemento 
energético con énfasis sobre el ambiente ruminal (pH, ácidos grasos volátiles, nitrógeno 
amoniacal) y los AG generados en el proceso de BH.  
 
3.2 Materiales y Métodos. 
 
El experimento fue llevado a cabo en el tambo experimental ovino, ubicado en el 
Departamento de Producción Animal de la Facultad de Agronomía, Universidad de 
Buenos Aires (FAUBA). Una pastura de raigrás anual (Lolium multiflorum L.) fue 
utilizada durante la etapa experimental para proveer forraje fresco que fue cortado 
diariamente y suministrado en comedero.  
 
3.2.1. Animales y diseño experimental: 
 
Todos los procedimientos que involucraron el manejo de los animales fueron 
aprobados por el Comité de Ética y Bienestar Animal del Departamento de Producción 
Animal, FAUBA. 
Se utilizaron seis ovejas lecheras provistas de cánula ruminal (78,19 ± 13,53 Kg 
PV) a las cuales se les indujo la lactancia artificialmente mediante la aplicación 
intramuscular de 0,25 mg/Kg PV de cipionato de estradiol + 0,75 mg/Kg PV de 
progesterona en días alternos (día 1 al 13) y 0,40 mg/Kg PV de prednisolona durante 3 
días consecutivos (día 14 al 16) (Alifakiotis et al., 1980). El día 17 posterior a la primera 
inyección se comenzó con el ordeñe diario.  
Las ovejas fueron alojadas en corrales individuales con libre acceso al agua de 
bebida y se les ofreció la dieta a razón del 4% del peso vivo en base seca (PVbs). Fueron 
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asignados a uno de dos tratamientos: Grano de Maíz (MZ) y Cascarilla de Soja (CS). El 
diseño experimental fue un cross-over, con tres períodos (2 x 3) cuya duración fue de 14 
días (10 días de acostumbramiento y 4 días de medición). Los animales consumieron la 
dieta CS o MZ durante 10 días y luego se les realizaron las mediciones los 4 días 
siguientes. El día 15, se realizó el cambio de contenido ruminal entre tratamientos de 
modo de acortar la etapa de adaptación (en lugar de 15 días como se suele utilizar en los 
estudios de nutrición de rumiantes, fue de 10 días) y se consideró como el “dia 1” del 
período siguiente. 
 
Esquema del diseño cross-over 2x3: 
 
                                                      Grupo 1                      Grupo 2 
Secuencia de Tratamientos:        CS- MZ-CS               MZ-CS-MZ 
Período:                                         I     II    III                 I     II    III 
Animales por grupo:                            3                                3 
Observaciones por tratamiento:           9                                9 
 
Las dietas se formularon en base seca (bs) según NRC (1985) y fueron 
balanceadas con expeller de soja de modo que resulten isonitrogenadas (16% PBbs). El 
raigrás anual se cortaba al mediodía y se ofrecía fresco en comederos individuales, 
separados del suplemento. El suplemento, integrado por el concentrado energético más el 
expeller de soja y suplemento vitamínico-mineral (correctamente mezclados) fueron 
suministrados media hora después del forraje fresco La ración diaria se ofreció a una 
relación forraje: concentrado de 50:50 (es idéntica a la proporcionada en el experimento 
del capítulo 2). El PV fue registrado al inicio de cada período experimental y la CC fue 
evaluada en una escala de 1 a 5, con puntos intermedios cada medio punto, al mismo 
momento de pesaje de los animales (Russel et al., 1969). 
 
3.2.2. Muestreos y análisis. 
 
 Composición química de alimentos: 
 
Para el muestreo se procedió según lo descripto en el capítulo previo. Los 
alimentos, tanto concentrados como forrajes, fueron caracterizados por materia seca 
absoluta (MS 105°C), fibra insoluble en detergente neutro (FDN), fibra insoluble en 
detergente ácido (FDA), lignina insoluble en detergente ácido (LDA), proteína bruta (PB) 
y cenizas (CE). Para estas determinaciones, todas las muestras fueron secadas en estufa 
de aire forzado a 65°C durante 48 h y luego molidas a un tamaño de malla de 1mm 
utilizando un molino Willey (Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA) excepto para el 
análisis de ácidos grasos (alimentos y licor ruminal) para el cual las muestras se tomaron 
e inmediatamente almacenaron a -20°C, para luego ser secadas por liofilización. 
 
 
 
Cuadro 7. Composición química de los alimentos que integran el suplemento (pool de los 
tres períodos). 
  Cascarilla de soja Grano de maíz Expeller de soja 
MS (g/Kg) 930,6 895,9 940,5 
CE (g/Kg) 245,9 15,20 66,3 
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PB (g/Kg) 151,2 84,7 420,3 
FDN mo (g/kg MS) 514,5 94,4 127,7 
FDA mo (g/kg MS) 351,0 23,73 67,7 
MS: materia seca; CE: cenizas; PB: proteína bruta; FDNmo: fibra insoluble en detergente neutro de la 
materia orgánica; FDAmo: fibra insoluble en detergente acido de la materia orgánica. 
 
 
Cuadro 8. Perfil de ácidos grasos de los alimentos que componen el suplemento (pool 
de los tres períodos). 
FAMEs (g/100g FAMEs) Cascarilla de soja Grano de maíz Expeller de soja 
16:0 12,22 11,95 12,02 
16:1 C9 Nd Nd 0,08 
18:0 4,73 2,08 4,32 
18:1 C9 18,21 31,29 17,68 
18:2 n6 53,98 45,26 53,15 
20:0 Nd 0,57 0,30 
18:3 n3 7,30 1,24 7,44 
FAMEs: fatty acid methyl esthers. 
 
 
Cuadro 9. Composición química de raigrás fresco en los distintos períodos experimentales 
(I, II y III) (pool por cada período). 
  I II III 
MS (g/Kg) 282,9 208,1 248,6 
CE (g/Kg) 116,3 120,5 111,8 
PB (g/Kg MS) 127,9 174,2 163,7 
FDN (g/kg MS) 558,1 542,0 500,4 
FDA (g/kg MS) 289,4 281,5 281,5 
LDA (g/kg MS) 45,4 31,2 44,6 
MS: materia seca; CE: cenizas; PB: proteína bruta; aFDNmo: fibra insolube en detergente neutro de la 
materia orgánica; FDA mo: fibra insoluble en detergente acido de la materia orgánica; LDA mo: lignina 
insoluble en detergente acido de la materia orgánica. 
 
 
 
 
Cuadro 10. Perfil de ácidos grasos de raigrás fresco en los distintos períodos experimentales 
(I, II y III) (pool por cada período). 
mg FAME/ kg MS raigrás I II III 
12:0 0,76 0,79 0,70 
14:0 1,17 0,77 1,47 
15:0 0,16 0,12 0,15 
i16:0 5,07 6,21 5,14 
16:0 17,63 20,54 26,94 
16:1 c7 2,19 2,57 1,94 
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16:1 c9 0,27 0,36 2,10 
17:0 0,19 0,20 0,33 
17:1 c10 1,73 1,90 1,86 
18:0 1,45 1,72 5,76 
18:1 n9 2,82 2,91 1,57 
18:2 n6 8,47 12,90 12,24 
20:0 0,81 0,57 0,69 
18:3 n3 37,02 55,45 44,07 
20:3 n3 1,14 1,03 0,89 
24:0 1,41 1,81 1,56 
24:1 n9 0,69 0,72 0,47 
FAMEs: fatty acid methyl esthers. 
 
Consumo y digestibilidad. 
 
El CMS de forraje se cuantificó diariamente por diferencia entre oferta y 
remanente en comedero, con la corrección por el valor diario de MS. La evaluación de 
digestibilidad in vivo se realizó durante los tres períodos experimentales, utilizando los 
mismos arneses de digestibilidad que en el Exp. I (capítulo I) y el mismo procedimiento. 
Se tomó una submuestra del 10% de las heces para la corrección por MS. 
 
Variables ruminales: 
 
Para la caracterización del ambiente ruminal, se tomaron muestras de licor de 
rumen (fase sólida mas líquida) desde el saco ventral a intervalos de 4 hs durante un lapso 
de 24 hs (08:00, 12:00, 16:00, 20:00, 00:00 y 04:00 hs), el último día de medición (día 14 
de cada período). Sobre estas muestras se determinó:  
• pH, al momento del muestreo. 
• Concentración de nitrógeno amoniacal (N-NH3) y ácidos grasos volátiles (AGV), 
en las muestras conservadas refrigeradas. 
• Perfil de ácidos grasos (AG), en muestras liofilizadas y almacenadas a -20°C.  
 
Técnicas de referencia: 
 
• Fibra en detergente neutro, fibra en detergente ácido y lignina en detergente ácido 
(FDN, FDA y LDA): por el método secuencial, con α-amilasa y sin sulfito de 
sodio, acorde al procedimiento descripto por Van Soest et al. (1991) en un baño 
procesador (Ankom Technology Corp., Fairpoint, NY, USA). 
• Proteína bruta (PB): por técnica micro Kjeldahl transformando el N obtenido en 
PB mediante el factor 6,25 (AOAC, 1990). 
• Cenizas (CE): ignición completa en horno muffla a 550ªC durante 4 horas 
(AOAC, 1990).   
• Nitrógeno amoniacal (N-NH3): según técnica propuesta por Bremen y Breitnke 
(1983), utilizando espectrocolorimetría con kit de uremia (Laboratorios Weiner, 
2003). 
• Ácidos grasos volátiles (AGV): por cromatografía gaseosa (Konic SP 3000 
HRLG, columna de vidrio en fase estacionaria 10% SP 1200/1% H3PO4 en 
cromosorb WAW 80/100). 
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• Ácidos grasos en forrajes y concentrados: análisis por cromatografía gaseosa, 
utilizando el procedimiento de metilación en un paso descripto por Sukhija y 
Palmquist (1988).  
• Ácidos grasos en licor de rumen: obtención del extracto lipídico mediante la 
metodología Folch y luego se trans metiló según el procedimiento descripto por 
Parks y Goins (1994). Los ácidos grasos metilados se separaron por cromatografía 
gaseosa (Clarus 500, PerkinElmer) utilizando una columna capilar CP-Sil 88 (100 
m × 0.25 mm de diámetro interno; Varian, USA). Cada muestra se analizó dos 
veces con distintas relaciones de Split para mejor separación e identificación de 
los distintos picos; relación 100:1 para los ácidos grasos saturados y mono-
insaturados cis y trans, y 10:1 para identificar los PUFA y los distintos isómeros 
del CLA. Todos los análisis se realizaron por duplicado. Para la identificación de 
los tiempos de retención de los distintos ácidos grasos se utilizaron estándares 
comerciales (Cat#18920, SUPELCO; Cat#24152, SUPELCO; Cat# O5507, 
Sigma; Cat# 46905-U, SUPELCO; Cat#1254, Matreya; Cat#1255, Matreya; 
Cat#1256, Matreya; Cat#1257, Matreya; Cat#1259, Matreya). Como estándar 
interno se utilizó C23:0 (Cat# 1186, Matreya). El contenido de lípidos se obtuvo 
a través del área total de ácidos grasos determinados en el cromatógrafo y el área 
del estándar interno C23:0 (Cat# 1186, Matreya Matreya). 
 
Producción y composición química de leche.  
 
La producción individual de leche (g.d-1) fue calculada como la suma de la 
producción de los dos ordeñes, a las 08:00 y 16:00, respectivamente. Se colectaron 
diariamente muestras de leche en tubos Falcon de 50ml en cada uno de los ordeñes y 
luego se formaron dos muestras compuestas por animal por período (una de ellas se 
analizó, la otra se reservó como “back up”). Fueron almacenadas a 4°C con bronopol 
como conservante para el posterior análisis de grasa, proteína y sólidos totales con 
tecnología MilkoScan.  
 
3.2.3. Análisis estadístico. 
 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SAS (SAS Institute, 2008). 
Los resultados fueron analizados por ANVA de acuerdo al diseño experimental empleado 
(cross-over;  = 0,05) utilizando un procedimiento de modelos mixtos con medidas 
repetidas siendo el animal el factor aleatorio. El modelo utilizado fue:  
Yij = µ + trati + períodoj + trati x períodoj + Errorij 
 
donde: µ es la media general, trati es el efecto del tratamiento (MZ y CS), períodoj 
representa el período del diseño (I, II, III), trati x períodoj es la interacción, y Errorij es 
el error experimental. En el caso de las variables de ambiente ruminal (pH, AGV, N-
NH3), el tiempo de muestreo fue agregado al modelo y se denominó “hora”: 
 
Yij = µ + trati + períodoj + hora + trati x hora + Errorij 
 
Las diferencias significativas fueron declaradas a P < 0,05 y las tendencias discutidas a 
P < 0,10. 
 
3.3. Resultados y discusión.  
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3.3.1. Consumo y digestibilidad.  
 
Los resultados de performance se presentan en el Cuadro 11. El CMS de 
suplemento fue mayor para las ovejas que consumieron MZ (P < 0,05), no obstante esto 
no se tradujo en cambios en el CMS total y de forraje (P > 0,05). Estos resultados son 
contrarios a los reportados en el capítulo anterior en el cual, tanto el CMS total y de forraje 
fueron superiores en el tratamiento CS, no existiendo diferencias en el consumo de 
suplemento. Es probable que las diferencias se deban a un posible cambio en el potencial 
de consumo y comportamiento ingestivo de las ovejas en el presente ensayo, respecto del 
ensayo anterior, ya que la fistulación y presencia de cánula ruminal puede producir 
cambios en los patrones de consumo. 
Desde la difusión del uso de la fistulación de animales con fines científicos en la 
década de 1920, pasando por las primeras mediciones in vivo de pH ruminal con vacas 
fistuladas en el estudio de Smith en 1941, ha sido sugerido que la implantación de la 
fístula de rumen podría generar ciertos cambios en los animales. En primer término, 
podría alterar la fisiología digestiva luego de la cirugía, dado que la adhesión de parte del 
saco dorsal a los tejidos de la pared del cuerpo afectaría los movimientos asociados a 
eructación y contracciones secundarias de rumia de este saco (Iggo y Leek, 1970). Esto 
ocasionaría una reducción en la fuerza y frecuencia de las contracciones musculares del 
saco dorsal, pudiendo afectar el flujo de la digesta en rumen y, consecuentemente, el 
consumo voluntario (Priego y Sutherland, 1977). Sin embargo, Kristensen et al. (2010) 
en una publicación sobre la técnica de canulación ruminal en terneras Holstein indicaron 
que no hubo efectos detrimentales sobre el consumo o la ganancia de peso. Del mismo 
modo, Moate et al. (2013) en un estudio sobre vacas lecheras señalaron que la canulacion 
ruminal no afectó el CMS total, aunque sí observaron una pequeña diferencia, no 
significativa desde el punto de vista estadístico, sobre el consumo de grano, que resultó 
superior en vacas canuladas.  
Tanto el tipo de suplemento energético, sea fibroso (high fiber supplement; HFS) 
o almidonoso (high starch supplement; HSS), como su porcentaje de inclusión en la dieta 
modifican la respuesta animal y el aprovechamiento del forraje base (Bargo et al., 2003). 
Debido a que el CMS del forraje no difirió entre tratamientos, no se puede asegurar que 
hubo un efecto de sustitución del consumo de raigrás por el consumo de grano de maíz 
en la dieta MZ por efectos asociativos negativos a nivel ruminal (Dixon y Stockdale, 
1999), tal como se discutió en el capítulo anterior. Sin embargo, los posibles cambios en 
el comportamiento ingestivo por efecto de la fístula ruminal, sumado a los cambios 
observados en las variables ruminales que se discutirán más adelante, no permiten 
descartar la posibilidad de interacción entre forraje y grano.  
 
 
Cuadro 11. Efecto de la fuente energética suplementada sobre la performance animal. 
Variable       Tratamiento1 EEM2             Significancia3 
    MZ CS T P PxT 
Consumo MS total (g.kg-1 PV0,75) 71,7 71,0 4,32 NS NS NS 
Consumo MS forraje (g.kg-1 PV0,75) 34,9 36,5 2,70 NS NS NS 
Consumo MS suplemento (g.kg-1 
PV0,75) 
37,2a 32,3b 2,60 * NS NS 
Digestibilidad MS (g.kg-1) 832,3a 757,1b 1,49 ** * NS 
Producción leche (g.d-1) 674,6 581,9 175,99 NS * NS 
Grasa (g/100 g) 5,98b 7,78a 0,449 * NS  
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Proteína (g/100 g) 6,24 6,98 0,620 NS NS * 
Sólidos totales (g/100 g) 18,12 19,70 1,117 NS NS NS 
a-b Superíndices en una misma fila indican diferencias entre medias. 
1MZ= grano de maíz; CS = cascarilla de soja; 2Error estándar de la media; 3T=tratamiento; P=período; 
TxP= Interaccion; * = P<0,05; ** = P<0,01;  
NS = no significativo. 
 
Es sabido que niveles incrementales de grano en dietas pastoriles resultan en 
reducciones en el CMS de la pastura e incrementos en el CMS total (Tozer et al., 2004; 
Molle et al., 2008; Aguerre et al., 2009). Esto se explica, básicamente, por un incremento 
en la digestibilidad de la dieta total conforme aumenta la inclusión de grano (Dixon y 
Stockdale, 1999), lo cual mejora la tasa de pasaje y, en consecuencia, el consumo. En 
consistencia con el experimento anterior, la digestibilidad de la MS fue mayor para la 
dieta suplementada con MZ en comparación con CS (P < 0,01), con una diferencia de 
aproximadamente 8 puntos porcentuales (75,71 vs. 83,23%). 
Existen otras teorías que explican la tasa de sustitución, además de los efectos 
asociativos a nivel ruminal. Una de las más ampliamente aceptadas, postulada por 
McGilloway y Mayne (1996), explica el menor consumo de forraje por una reducción en 
el tiempo de pastoreo. En nuestro experimento, todos los animales recibieron el forraje 
cortado en comedero, teniendo libre acceso al mismo las 24hs del día, por lo cual no es 
posible considerar esta teoría para el actual experimento. 
 
3.3.2 Producción y calidad de leche. 
 
El Cuadro 11 muestra que no se detectaron diferencias entre tratamientos para la 
producción de leche (P > 0,05) aunque hubo diferencias debidas al período experimental 
(P < 0,05). Respecto de la calidad, el porcentaje de grasa fue mayor para el tratamiento 
CS (P < 0,05) mientras que no se registraron diferencias significativas para el resto de las 
variables de composición química (Cuadro 11). Dado que el contenido de grasa difirió 
entre dietas y representa una variable de especial interés, no sólo en el aspecto científico 
sino en el productivo también, lo discutiremos en esta sección con mayor detalle.  
MacGregor y Owen (1976) observaron en vacas que la cascarilla de soja en 
reemplazo del maíz redujo la producción de leche a un nivel de inclusión cercano al 30% 
en la dieta. Posteriormente, en niveles de inclusión superiores, Nakamura y Owen (1989) 
muestran similares resultados, evaluando un porcentaje de inclusión de cascarilla del 48% 
en comparación con una dieta control con grano de maíz al 45%. Del mismo modo, el 
estudio de Ipharraguerre et al. (2002), indica que la producción de leche tuvo una 
tendencia a decrecer con dietas suplementadas con cascarilla de soja a partir de un nivel 
de inclusión del 40%. Estos autores señalan que este nivel de inclusión de CS restringe 
tanto la cantidad como la fuente de energía disponible a nivel duodenal para ser absorvida 
y traslocada a la glándula mamaria por el menor CMS observado en esta dieta (ver 
capítulo I). Además, la alta inclusión de cascarilla en reemplazo del grano de maíz reduce 
la producción de ácido propiónico a nivel ruminal, el cual es unos de los principales 
precursores del metabolismo gluconeogénico en rumiantes.   
Sin embargo, ya fue discutido en el capítulo anterior que los resultados sobre la 
performance lechera con la inclusión de CS en reemplazo de MZ, tanto en vacas como en 
ovejas y cabras, son contradictorios. Además del nivel de inclusión del suplemento, otros 
factores de incidencia podrían ser el momento de la lactancia y la alta variabilidad entre 
animales. Estudios ya citados sobre lactancia temprana (Gentil et. al., 2011; Zambon et. 
al., 2012) no muestran diferencias en PL en respuesta al uso de la cascarilla, en contraste 
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con aquellos trabajos donde los animales están en lactancia media (Cavani et al., 1990; 
Cannas et al., 1998; Zenou y Miron, 2005; Cannas et al., 2013).   
Durante la lactancia, el consumo tiende a incrementarse conforme aumenta la 
demanda energética, recuperándose luego de la disminución característica previa al parto 
(Grummer, 1995). Sin embargo, en la primera fase de la lactancia, esa demanda aumenta 
más rápidamente que el potencial de consumo de MS, por lo cual la energía consumida 
no es suficiente para cubrir los requerimientos de producción, existiendo un desacople 
entre oferta de nutrientes-requerimientos (Bell, 1995; Chilibroste et al., 2012a, citado por 
Meikle, 2013). El estado fisiológico del pre y posparto inmediato modula el nivel de 
consumo a través de mecanismos hormonales, principalmente, de modo que en lactancia 
temprana la oveja se vé forzada a la movilización de reservas para sostener la producción 
de leche (Brancacci Lopes Zeola et al., 2015). Esto puede derivar en pérdidas de peso y 
condición corporal, lo cual está íntimamente ligado a la intensidad del balance energético 
negativo (Grummer, 1995; Susin, 1996; Butler, 2005). 
En cuanto a la composición de la leche, en este experimento se obtuvo mayor 
porcentaje de grasa en la dieta CS (7,78 vs. 5,98%). De acuerdo con Pulina y Nudda 
(2004) el porcentaje de grasa de la leche de oveja ronda el 6,5%, casi el doble de grasa 
respecto de la vaca y cabra (6,5 vs. 3,5%). Sin embargo, Matar et al. (2017) destacan, no 
sólo el efecto de la dieta, sino a la raza como otro factor de incidencia sobre el porcentaje 
de grasa de la leche, reportando en ovejas Najdi un promedio de 4,41% y comparándolo 
con 6,2% en ovejas Awassi (Nudda et al., 2002) y 7,4% en raza Lacaune y Manchega 
(Castillo et al., 2009). Referencias nacionales señalan para la raza Pampinta, utilizada en 
estos experimentos, un promedio de 7,2% (Suárez, 2004) y 7,44% (Bucetti, 2004). En la 
dieta CS observamos que el porcentaje de grasa resulta superior a estos valores (Cuadro 
11).  
La cascarilla de soja como fuente de fibra altamente degradable (Basti et al., 2000; 
Ipharraguerre y Clark, 2003; Vasta et al., 2008; Hein, 2009) puede generar una elevada 
producción de ácido acético a nivel ruminal. A partir de tempranas investigaciones en 
metabolismo y absorción de los AGV en rumiantes ha quedado demostrado que el acético 
es el principal precursor de la grasa de la leche (Baldwin et al., 1965; Ballard y Hanson, 
1965; Orskov et al., 1969; Vernon et al., 1981; Xiong et al., 2002; Schmidt y Zsédely, 
2011). Ballard y Hanson (1965) fueron los primeros en explicar que la glucosa era un 
pobre precursor de los AGCL y, por lo tanto, era el acético y no la glucosa, considerado 
el principal generador de acetyl-CoA para la síntesis de novo de AG. Con el objetivo de 
estudiar la eficiencia de utilización de los AGV para distintas funciones fisiológicas en 
vacas lecheras, Orskov et al., (1969) formularon dietas para inducir el descenso de la 
grasa de la leche y comprobaron la existencia de una relación directa entre infusiones 
intrarruminales de ácido acético con subsiguientes incrementos en la grasa de la leche.  
Desde esos primeros estudios con bases más fisiológicas, hasta los más avanzados 
de la actualidad, con la utilización de técnicas moleculares para explicar las “señales” que 
activan o silencian genes que codifican para la síntesis de grasa (Sandeep et al., 2010; 
Dervishi et al., 2012; Hussein et al., 2013; Li et al., 2013), no quedan dudas sobre el rol 
del acético en el metabolismo lipogénico. Desde un análisis más productivista, Schmidt 
y Zsédely (2011) indican que es muy beneficiosa la degradación de la fibra ya que cerca 
de un 65% del acético generado en rumen se destina a la síntesis de grasa butirosa en 
glándula mamaria. 
Como se verá en la sección siguiente con los resultados de ambiente ruminal, el 
mayor porcentaje de grasa en las ovejas del tratamiento CS coincide con una mayor 
concentración de ácido acético a nivel ruminal.  
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Por otro lado, la reducción en el contenido de grasa, sin cambios en los otros 
componentes o variaciones en la producción, ha sido caracterizado por Davis y Brown 
(1970) como “Síndrome de baja grasa en leche” o MFD, que se observa con determinadas 
dietas y que también genera cambios en la composicion de los AG de la misma (Bauman 
y Grinarii, 2001). El MFD, tal como mencionamos en el capítulo anterior, ha sido 
ampliamente documentado en vacas lecheras y representa un nivel de producción de grasa 
por debajo del potencial genético del animal (Harvatine, 2012), con reducciones típicas 
de 10-30% hasta casos más extremos donde el contenido de grasa puede reducirse hasta 
un 50% (Shingfield, 2009). Usualmente se observa en rumiantes alimentados con dietas 
de alta fermentabilidad como las dietas con alto contenido de grano o aquellas 
suplementadas con aceites vegetales (Doreau et al., 1999), obteniendo distintos grados de 
reducción de grasa en leche según el sistema sea intensivo o extensivo (Harvatine, 2012).  
Chilliard et al. (2003) indicaron para el MFD que las cabras y ovejas responden 
de modo diferente respecto de las vacas y destacaron que eran escasas las investigaciones 
en estas especies. Sin embargo, en la última década se han publicado varios trabajos que 
reportan el MFD en ovejas y cambios en el perfil de AG de la leche, describiendo los 
mecanismos que los regulan a través de alteraciones en la BH, cambios en el microbioma 
ruminal y regulación génica de la síntesis de grasa en glándula mamaria, en raciones 
suplementadas con aceites vegetales y marinos (Lock et al., 2006; Gómez-Cortés 2008, 
2009; Belenguer et al., 2010; Toral et al., 2010, 2012; Bichi et al., 2013; Hussein et al., 
2013; Toral, et al., 2016; Suarez-Vega et al., 2017). 
En la dieta MZ el porcentaje de grasa se reduce casi un 20% con respecto a los 
valores de referencia señalados por Suárez (2004) y Bucetti (2004), sin cambios en PL o 
los otros componentes, respondiendo a la definición del MFD observado en dietas de alta 
fermentabilidad. Baumgard et al. (1999) fueron los primeros en demostrar que una 
reducción en el porcentaje de grasa en leche de vacas se asociaba específicamente a la 
infusión intrarruminal del isómero trans-10, cis-12 CLA, lo que sentó las bases para 
explicar el mecanismo que genera el denominado “Diet-induced MFD” (Síndrome de 
baja grasa en leche inducido por la dieta), hoy considerado por los nutricionistas como 
una medida de manejo con potencial uso sobre el “output” de grasa (Bauman y Griinari, 
2003; Bauman et al., 2003; Griinari y Bauman, 2006). El trans-10, cis-12 18:2 CLA 
resulta un potente inhibidor de la síntesis de grasa en leche (Baumgard et al., 1999; 2000a, 
b; 2001), cuyo mecanismo de inhibición incluye la disminución de la expresión génica de 
las enzimas involucradas en la captación y transporte de AG, de la síntesis de novo, la 
desaturación de los mismos y la síntesis de triglicéridos (Baumgard et al., 2002). 
 
3.3.3 Ambiente ruminal. 
 
En el Cuadro 12 se presentan los resultados que describen el ambiente ruminal 
para ambas dietas. No hubo diferencias entre tratamientos para producción total de AGV 
(mmol/L), no obstante se registraron diferencias en la concentración de ácido acético, 
propiónico y butírico (Cuadro 12). Los animales que fueron suplementados con CS 
presentaron mayores concentraciones de ácido acético (P < 0,01) y menores de 
propiónico (P < 0,01) y butírico (P < 0,05). Como consecuencia, la relación 
ácetico:propiónico fue mayor para el tratamiento CS (P < 0,01). El pH ruminal resultó 
superior en la dieta CS (P < 0,01) al igual que la concentración de N-NH3 (P < 0,05).  
 
 
Cuadro 12. Efecto del suplemento energético sobre el ambiente ruminal. 
Variable Tratamiento1 EEM2 Significancia3 
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MZ CS Trat P H PxTrat HxTrat 
AGV totales (mmol/L) 104.3 101.4 2.85 NS * ** NS NS 
Acético (mmol/L) 66.4b 74.7a 2.23 ** ** ** NS NS 
Propiónico (mmol/L) 28.1a 19.7b 1.49 ** † ** NS NS 
Butírico (mmol/L) 9.8a 7.3b 0.58 * NS * NS NS 
Relación Ac:Prop 2.58b 3.97a 0.172 ** NS ** NS NS 
N-NH3 (mg/dL) 7.62b 10.15a 1.098 * † ** * NS 
pH 5.80b 6.11a 0.053 ** NS * NS NS 
a-b Superíndices en una misma fila indican diferencias entre medias. 
1MZ = grano de maíz; CS = cascarilla de soja; 2Error estándar de la media; 3 Trat=tratamiento; H= hora de 
muestreo; P=período; PxTrat, HxTrat=interacciones;  * = P < 0,05; ** = P < 0,01; † = P < 0.1; NS = no 
significativo. 
 
 
Además de las diferencias observadas entre tratamientos, todas las variables que 
caracterizan al ambiente del rumen fueron variando en los distintos horarios (Cuadro 12). 
En la Figura 1 se ilustran los cambios en pH y concentración de AGV totales a lo largo 
del día. En ambos tratamientos, observa que el pH ruminal comienza a descender y los 
AGV totales a aumentar luego de que los animales son alimentados (12 hs).  
 
Figura 2. Efecto de la suplementación con CS o MZ sobre la producción de AGV totales 
y el pH ruminal a lo largo del día. No hubo interaccion tratamiento*hora (P > 0.05). 
 
Ferreira et al. (2011) indicaron que la inclusión de cascarilla de soja en la dieta de 
rumiantes como remplazo del grano de maíz aumenta el pH ruminal lo que, de acuerdo 
con diversos autores, parece ser más adecuado para la actividad del microbioma en su 
conjunto (Highfill et al, 1987; Anderson et al., 1988; Galloway et al., 1993; Mansfield y 
Stern, 1994; Elliott et al, 1995). Si bien los AGV totales fueron similares, en el tratamiento 
MZ, el pH siempre se mantuvo por debajo del tratamiento CS. Por otra parte, en la dieta 
con maíz parecería que el pH desciende hasta las 20:00 hs, manteniéndose en los valores 
mínimos registrados hasta las 04:00 hs, mientras que en la dieta de cascarilla sigue 
disminuyendo hasta las 00:00 hs, lo cual indicaría que la dieta MZ tiene una mayor tasa 
de fermentación inicial.  
De acuerdo con Allen et al. (1997), el pH depende del perfil de AGV y su tasa de 
produccion y absorción, entre otros factores, teniendo un rango de variación diaria de 1 a 
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1.2 puntos. Para el actual experimento, los rangos de pH fueron de 1,33 para la dieta CS 
(5,43 – 6,76) y más amplio para MZ, de 1,49 unidades (5,17 – 6,66). Más allá del rango 
de variación, es importante el tiempo (hs del día) de “bajo pH” o pH inferior a 6. En este 
sentido, el cambio en el microbioma asociado al MFD ocurre antes de que la variación de 
pH sea detectable y estaría más vinculado al tiempo de “bajo pH” que al valor en sí mismo 
(Harvatine, 2012). De acuerdo con las curvas de la figura 2, en el tratamiento CS el pH 
se mantuvo todo el día por encima de 6, excepto alrededor de la hora 0 y 4.00, en contraste 
con el tratamiento MZ que sólo estuvo por encima de 6 alrededor de las 12 del mediodía, 
previo al momento de suministro del alimento. El bajo pH puede afectar no sólo a las 
bacterias celulolíticas sino también puede inhibir el crecimiento y actividad de las 
metanogénicas, correlacionadas positivamente con las primeras (Hegarty, 1999). Son 
varias las evidencias que demuestran que el incremento del consumo de carbohidratos 
altamente digestibles se asocia con condiciones acidóticas en rumen, con valores de pH 
inferiores a 6, y reduce la actividad de las bacterias fibroliticas e incrementa la actividad 
de las amilolíticas y lácticas (Russell 2002; Klieve et al. 2003; Nagaraja y Titgemeyer 
2007).  
En cuanto a la producción de AGV totales, la ausencia de diferencias entre 
tratamientos puede deberse a que ambos grupos consumieron aproximadamente la misma 
cantidad de alimentos de similar calidad. Nyguren et al. (2008) tampoco encontraron 
diferencias significativas en  AGV totales entre novillos que consumían cascarilla de soja 
o maíz. Sin embargo, el tipo de carbohidrato afectó la proporción de los distintos ácidos 
grasos, siendo mayor el acético y menor el propiónico para CS. Desde hace varias décadas 
se sabe que las concentraciones y relación de los principales AGV producidos en el rumen 
varían con la fuente de carbohidratos de la dieta y la edad del animal, no obstante suelen 
mantenerse dentro de los siguientes rangos: acético, 60-75%; propiónico, 15-25% y 
butírico, 10-15% (Hungate et al., 1966), siendo en dietas de alta proporción de forraje de 
aproximadamente 65% acético, 20% propiónico y 15% butírico (Wattiaux y Armentano, 
2007). Otros autores reportaron resultados similares, como Elliott et al. (1995) y Pantoja 
et al. (1994), quienes observaron que con la inclusión de un 18% y 20% de MS de CS 
respectivamente, la producción de propiónico disminuyó con respecto a aquellos 
animales que consumieron MZ.  
Existen dos puntos importantes a señalar respecto a las diferencias observadas en 
los distintos AGV. Por un lado, el acético es el precursor de los ácidos grasos de cadena 
corta y media de la leche, por lo cual la mayor concentración de acético podría explicar 
el mayor contenido de grasa de la leche en las ovejas del tratamiento CS. Por otra parte, 
el pH ruminal del tratamiento CS fue superior a MZ y se mantuvo siempre por encima de 
pH 5,8, valor umbral identificado por de Veth y Kolver (2001) por debajo del cual la 
digestión de la fibra se ve afectada en raigrás fresco. En consecuencia, se podría 
hipotetizar que el mayor contenido de grasa en leche para CS no sólo se debería a un 
mayor consumo de los precursores sino también a un mejor ambiente ruminal que facilita 
la digestión de la fibra. El reemplazo de carbohidratos estructurales, como la celulosa y 
hemicelulosa presentes en la cascarilla, por no-estructurales como el almidón del grano 
de maíz, genera un cambio en la producción de los AGV, desde acético a propiónico a 
través del desarrollo de los microorganismos que fermentan el almidón (Wanapat et al., 
2015). Esto explicaría la menor relación acético:propiónico observada en el tratamiento 
MZ (2,58 vs. 3,97), coincidiendo con otros trabajos en los cuales las dietas fueron 
suplementadas con CS en reemplazo de maíz (Pantoja et al., 1994; Mansfield y Stern, 
1994; Elliott et al., 1995; Ipharraguerre et al. 2002b).  
Con respecto a la concentración de ácido butírico, fue superior en las ovejas que 
consumían grano de maíz. Ipharraguerre et al. (2002b) indican que la inclusión de mayor 
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cantidad de cascarilla en la dieta de vacas lecheras resulta en menores concentraciones de 
butírico, al igual que lo observado por Mansfield y Stern (1994) y Elliott et al. (1995). 
El N-NH3 mostró diferencias entre dietas (P < 0,05) y según el momento del día 
(P < 0,01). En la figura 3 pueden verse las variaciones diurnas de las concentraciones N-
NH3. A lo largo de todo el día, los niveles de N-NH3 del tratamiento CS se mantuvieron 
por encima del tratamiento MZ siendo máximas cerca de las 16:00hs, 4 horas después del 
suministro del alimento y registrándose los valores mínimos a las 04:00hs en ambos 
tratamientos. Sin embargo, el descenso del N-NH3 en la dieta MZ es más marcado, 
posiblemente como resultado de una mayor captación del N por parte de las bacterias.  
 
Figura 3. Efecto de la suplementación con MZ o CS sobre la dinámica diaria del N-NH3.  
No hubo interacción tratamiento*hora (P > 0.05). 
 
Las bacterias captan N del pool de amoníaco del rumen para acoplarlo con cuerpos 
carbonados y así poder crecer y sintetizar proteína microbiana (Church, 1993). La dieta 
MZ presumiblemente genera mayor cantidad de esqueletos carbonados, debido a la mayor 
fermentabilidad del almidón en comparación con los carbohidratos estructurales de la 
cascarilla, que están rápidamente disponibles para unirse al N del amoníaco y formar parte 
de la proteína microbiana. Si bien la concentración de N-NH3 es menor en las ovejas que 
consumían MZ respecto de aquellas que consumieron la dieta CS, los valores son bajos 
en ambos tratamientos, lo que indicaría que existe una buena captación de N amoniacal 
tanto para la suplementación con maíz como con cascarilla. Esto refuerza el valor de la 
cascarilla como suplemento fibroso de alta fermentabilidad y, en consecuencia, dador de 
esqueletos carbonados para la síntesis de proteína microbiana. Estudios similares, algunos 
ya citados, muestran mayores concentraciones de N-NH3 para los animales a los cuales 
se les incluyó CS en sus dietas respecto de aquellos que consumieron MZ (Faulkner et 
al., 1994; Ipharraguerre et al., 2002b; Nguyen et al., 2008; Orr et al., 2008).  
La mayor captación de N-NH3 a nivel ruminal explica por qué la suplementación 
energética suele incrementar el porcentaje de proteína de la leche, aún siendo este 
componente menos variable que el porcentaje de grasa. En el presente trabajo no se 
encontraron diferencias entre suplementos respecto del porcentaje de proteína (Cuadro 
11). En general, la suplementación en pastoreo con fuentes de energía rápidamente 
Comida 
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disponibles como el grano de maíz aumenta el contenido de proteína de la leche (Wilkins 
et al., 1994; Sayers, 1999; Reis y Combs, 2000b; Valentine et al., 2000; Bargo et al., 
2002a). En contraste con la mayor parte de la literatura, y en concordancia con nuestros 
resultados, Ipharraguerre et al. (2002a) encontraron que la inclusión de CS al 40% el 
contenido de proteína fue similar con respecto a aquellos tratamientos con MZ, del mismo 
modo que MacGregor y Owen (1976) no habían observado diferencias en proteína láctea 
con la inclusión de un 28 % de CS en reemplazo del MZ. 
Una buena captación de N-NH3 a nivel ruminal no sólo tiene implicancias 
productivas en relación a la síntesis de proteína en leche, sino que también debe tenerse 
en cuenta que el N dietario que no es convertido a proteína láctea tiene efectos negativos 
sobre el animal y el ambiente. Pacheco et al. (2008) señalan que los excesos de N están 
asociados a un mayor gasto energético por parte del animal para conversión de amoníaco 
en urea a nivel hepático, a problemas reproductivos y a la contaminación ambiental, 
principalmente, por un exceso en la excreción urinaria de N, entre otros factores.   
 
 
3.3.4 Perfil de ácidos grasos en rumen.  
 
De acuerdo con el Cuadro 13 que muestra el perfil de AG en rumen, no se 
detectaron diferencias entre tratamientos para C12:0, C13:1, C14:0, C14:1, C16:0, C16:2, 
C16:3, C18:0, trans-9 C18:1, cis-11 C18:1, C20:5 y C22:6 (P > 0,05), no obstante el 
C15:0, cis 9 C16:1 y C17:0 resultaron significativamente superiores en la dieta CS (P < 
0,05). Las concentraciones de ac. vaccénico (trans-11 C18:1) y el oleico (cis-9 C18:1) 
resultaron superiores en MZ respecto de CS (4,83 vs. 2,93; 0,81 vs. 0,38g/100g FA; P < 
0,05) en contraste con el linolenico (cis- 9, cis-12, cis-15 C18:3), C18:4 y araquidónico 
(C20:4) (1,26 vs.1,79, 0,02 vs. 0,07 y 0,43 vs. 0,57g/100g FA). Contrario a lo reportado 
en vacas, los contenidos de ac. linoleico y ruménico (cis-9, trans-11 C18:2) tendieron a 
ser mayores en MZ (4,21 vs.2,66 y 0,15 vs. 0,04g/100g FA; P < 0.10), posiblemente 
debido a que el consumo de linoleico resultó superior en esta dieta, siendo de 1,62g/Kg 
PV0.75 vs. 0,86g/Kg PV0.75 para CS (P < 0,05). Por otro lado, se observó una tendencia a 
mayor concentración del isómero trans-10, cis-12 C18:2 en la dieta CS (0,14 vs. 0,09 
g/100g FA) (P < 0,10). A pesar de las tendencias observadas en rumen, no se encontraron 
diferencias tanto para el cis-9, trans-11 C18:2 CLA o el trans-10, cis-12 C18:2 CLA en 
leche (P < 0,05), tal como se reportó en el capítulo 2. 
En un ensayo con vacas lecheras, Boeckaert et al. (2008) demostraron que la BH 
del C18:2n6 y del C18:3n3 era inhibida por la suplementación con algas, resultando en 
incrementos en la concentración de diversos intermediarios en rumen y en la disminución 
de la produccion de esteárico (C18:0). Las dietas suplementadas producían 6 y 20 veces 
más trans-11 y trans-10, respectivamente, en comparación con la dieta control. Estos 
autores señalaron que la suplementación producía cambios en la comunidad bacteriana, 
especialmente los géneros Butyrivibrio y Pseudobutyrivibrio, relacionadas con el proceso 
de BH. 
Vasta et al. (2010) reportaron cambios en los perfiles de ácidos grasos en rumen 
de corderos suplementados con taninos, obteniendo mayor concentración de vaccénico y 
atribuyendo estos resultados a cambios producidos en la composicion de las comunidades 
microbianas también asociadas a la BH. En las dietas suplementadas se incrementó la 
población de Butyrivibrio fibrisolvens, que convierte cis-9, cis-12 C18:2 en cis-9, trans-
11 C18:2 CLA y luego en trans-11 C18:1, y disminuyó la población de Butyrivibrio 
proteoclasticus, que hidrogena, finalmente, el vaccénico a esteárico (C18:0).  
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Existen diferentes perfiles de AG en rumen en respuesta a la suplementación, ya 
sea con concentrados energéticos, lípidos, aditivos e, inclusive, comparando entre 
suplementos del mismo grupo, como en el trabajo de Loor et al. (2002), quienes evaluaron 
distintos tipos de aceites sobre la dieta de vacas lecheras. Encontraron diferencias para 
los tres ácidos grasos esenciales, C18:1, C18:2 y C18:3 y para diferentes intermediarios 
de la BH, como el trans-11 C18:1. Varios isómeros CLA (cis-9, trans-11) resultaron 
superiores en la dieta suplementada con aceite de soja en comparación con aceite de colza, 
la cual resultó en mayores contenidos de trans-10 C18:1. 
 
Cuadro 13. Perfil de ácidos grasos en licor ruminal de ovejas suplementadas con fuentes 
contrastantes de carbohidratos. 
 
               Tratamiento                                            Significancia3  
 FA (g/100g FAs) MZ1 CS EEM2   P – value 
C12:0 0,22 0,21 0,03 0,8138 
C13:0 0,16 0,18 0,02 0,5403 
C14:0 1,47 2,15 0,68 0,4941 
C14:1 0,19 0,23 0,05 0,6267 
C15:0 0,58 
a 1,02 b 0,04 0,0001 
C16:0 10,44 11,09 0,86 0,5992 
Cis-9 C16:1 0,19 
a 0,35 b 0,02 0,0008 
C17:0 0,41
a 0,61b 0,02 0,0001 
C16:2 n-4 0,06 0,07 0,01 0,5331 
C18:0 37,04 36,53 4,42 0,9367 
Trans-9 C18:1 7,16 6,59 0,97 0,6896 
Trans-11 C18:1 4,83 
b 2,93 a 0,6 0,0485 
Cis-9 C18:1 0,81 
b 0,38 a  0,1 0,011 
Cis-11 C18:1 0,51 0,39 0,07 0,2235 
C18:2 n-6 4,21 2,66 0,52 0,0607 
C18:3 n-3 1,26 
a 1,79 b 0,09 0,0026 
Cis-9, trans-11 C18:2  0,15 0,04 0,04 0,0641 
Trans-10, cis-12 C18:2 0,09 0,14 0,02 0,0623 
C20:1 n-9 0,07 0,13 0,02 0,0694 
C20:4 n-6 0,43
a 0,57b 0,03 0,0086 
C22:5 n-3 0,04 0,08 0,01 0,0571 
C22:6 n-3 0,11 0,18 0,04 0,2696 
a-b Superíndices en una misma fila indican diferencias entre medias. 
1 MZ= grano de maíz; CS = cascarilla de soja; 2Error estándar de la media; FA=fatty acids; 3Diferencias 
significativas: P < 0,05; Diferencias altamente significativas: P < 0,01; Tendencia: P < 0,1 
 
Sorpresivamente, el isómero trans-10, cis-12 CLA, vinculado al MFD, no difirió 
entre suplementos lipídicos. Estos autores concluyen que los patrones de formación de 
isómeros C18:1 y C18:2 durante la BH ruminal dependen en gran medida del perfil de 
AGI de la dieta. En nuestro estudio hemos observado que si bien la dieta CS presentaba 
mayores contenidos en C18:2 y C18:3, algunos de los principales intermediarios de la BH 
fueron superiores en la dieta MZ. Las mayores concentraciones de cis-9, trans-11 C18:2 
CLA y trans-11 C18:1 en el líquido ruminal del tratamiento MZ, contrario a lo esperado 
de acuerdo con la extensa literatura revisada, evidencian que la respuesta del proceso de 
BH a la suplementación es sumamente compleja. Diversos autores en ensayos con ovejas 
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lecheras (Boeckaert et al., 2009: Belenguer et al., 2010: Toral et al., 2010: Toral et al., 
2012) han dirigido sus investigaciones hacia la suplementación con aceites y algas 
marinas, obteniendo gran variabilidad en los perfiles de AG en rumen. En todos los casos 
los autores señalan que los cambios en los pasos metabólicos de la BH se relacionan a 
cambios en las abundancias y frecuencias relativas de ciertos grupos de bacterias como 
las del género Butyrivibrio, la familia Lachnospiraceae y Quinella. 
Posiblemente los concentrados suministrados a las ovejas podrían alterar los pasos 
normales del proceso de BH de un modo distinto a lo encontrado en la vaca. Dado que la 
información disponible en pequeños rumiantes es escasa en relación a los trabajos en 
vacas lecheras, las conclusiones deben tomarse con cierta precaución (Chilliard et al., 
2003). Estos resultados podrían considerarse como base para avanzar en futuras 
investigaciones que logren describir mejor las vías metabólicas de la BH y el microbioma 
asociado al mismo en ovejas lecheras.  
 
3.4. Conclusiones. 
La suplementación con CS resultó en mayor producción ruminal de ácido acético 
y pH significativamente superior respecto de la dieta MZ como resultado, posiblemente, 
de una mayor degradación de fibra. Esto se tradujo en un mayor porcentaje de grasa 
butirosa, sin haberse observado diferencias en producción de leche.  
Llamativamente, la concentración de ac. vaccénico (trans-11 C18:1) fue 
notablemente superior en el licor ruminal de las ovejas suplementadas con grano de maíz, 
la cual tuvo, a su vez, una tendencia hacia mayores contenidos de ruménico (cis-9, trans-
11 C18:2) probablemente por el mayor consumo de AL. En contraste, la dieta CS tendió 
a mayor concentración del isómero trans-10, cis-12  C18:2. Dado que estos resultados 
son contrarios a los ampliamente reportados en vacas lecheras, es posible que los 
mecanismos que operan en la BH no sean compartidos igualmente en todos los rumiantes.  
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CAPITULO 4. 
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Suplementación energética contrastante y microbioma ruminal. 
 
4.1. Introducción. 
Los rumiantes son definidos por la complejidad de su aparato digestivo, el cual 
les permite obtener energía de la degradación de la fibra y transformar sus productos 
finales en fuentes de alimento para la nutrición humana, principalmente proteína (Elsik 
et al., 2009). Si bien el rumen es el principal órgano responsable de la degradación del 
alimento, la fermentación no es realmente realizada por los mismos rumiantes. En este 
contexto, los animales rumiantes resultan ser los huéspedes del complejo enzimático 
involucrado, fundamentalmente, en la digestión de polisacáridos al proveer de un medio 
adecuado a los verdaderos fermentadores: los microorganismos. 
El microbioma ruminal está compuesto por un consorcio de bacterias anaerobias, 
archaeas, protozoos y hongos, los cuales desempeñan distintos roles en la digestión de 
carbohidratos estructurales y no-estructurales, en la degradación y síntesis proteica, 
reciclaje de nitrógeno, lipólisis y BH (Chaucheyras-Durand y Ossa, 2014). En los últimos 
años, las tecnologías basadas en biología molecular han contribuido a grandes avances en 
el conocimiento sobre comunidades microbianas del rumen por medio del análisis 
filogenético de secuencias de la subunidad 16S del rRNA, recuperadas a partir de librerías 
clonadas por amplificación directa con PCR (Edwards et al., 2004; Deng et al., 2008).  
Tal como lo reportado por Kim et al. (2011), la abundancia de algunas bacterias 
no-cultivadas, cuantificadas por qPCR, resulta similar a la abundancia de las principales 
bacterias que sí fueron cultivadas, lo cual sugiere que este grupo de bacterias no-
cultivadas podría tener también un importante rol en la degradación de los alimentos. Un 
dato interesante, es que solo el 1%, aproximadamente, del total de bacterias del rumen es 
cultivable.  
El advenimiento de las tecnologías “omicas” basadas en DNA y RNA 
(Chaucheyras-Durand y Ossa, 2014), y los avances en el campo de la “Secuenciación de 
última generación” o NGS (“Next generation sequencing”, según sigla en inglés), 
indicada por Buermans y Den Dunnen (2014) como “Del Genoma a la Función”, han 
permitido grandes progresos en estudios de microbioma, especialmente al identificar 
microorganismos no-cultivables. Desde los primeros descubrimientos logrados a partir 
de cultivos in vitro (técnicas tradicionales) hasta la NGS, la comprensión del microbioma 
ruminal ha conducido a modular la dieta en pos de manipular las comunidades 
microbianas con el fin último de hacer más eficiente la utilización del alimento y 
obtención de energía por parte del animal. 
Kim et al. (2011) realizaron un meta-análisis de todas las secuencias genómicas 
conservadas del 16S rRNA en la base de datos del “Ribosomal Database Project” hasta 
el año 2010. En su trabajo reportaron cerca de 3500 secuencias pertenecientes al reino 
Archaea y 13500 pertenecientes al reino Bacteria e indicaron una diversidad estimada de 
más de 1500 y 7000 especies distintas de archaeas y bacterias, respectivamente. De 
acuerdo con esta revisión, los géneros predominantes de bacterias están representados por 
Butyrivibrio, Acetivibrio, Ruminococcus, Succiniclasticum, Pseudobutyrivibrio, 
Mogibacterium (Clostridia), Streptoccoci (Basili) y Prevotella (Bacteroidia).  
Por otro lado, algunos autores sugieren que existe una comunidad dominante en 
el rumen o “core microbiome” como se lo menciona comúnmente en la bibliografía (Jami 
y Mizrahi, 2012; Petri et al., 2013; Henderson et al., 2015). Sin embargo, la composición 
de este microbioma puede verse afectada por diversos factores atribuidos, principalmente, 
a la dieta y al animal huésped (tanto en términos de individuo como de especie 
(Chaucheyras-Durand et al., 2012, Petri et al., 2013; Henderson et al., 2015). Muchas 
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bacterias del rumen son específicas de ciertos sustratos de modo que leves cambios en la 
composición de la dieta pueden resultar de gran impacto sobre las comunidades 
microbianas (Jouany, 1991). 
Dado que los rumiantes producen recursos alimenticios para el consumo humano 
a través de la actividad enzimática del rumen, existe un fuerte interés en el área de 
nutrición de rumiantes por evaluar los efectos de la dieta sobre la composición microbiana 
y la calidad del producto final. Existe poca información acerca de las comunidades 
microbianas relacionadas con dietas que promueven la mejora en la calidad nutracéutica 
de la leche, especialmente dietas con suplementación energética contrastante.  
Zened et al. (2013) indicaron que un elevado contenido de almidón en la dieta de 
vacas lecheras genera una alteración en el ambiente ruminal y, en consecuencia, un nuevo 
equilibrio en las poblaciones microbianas del rumen, modulando el proceso de BH en 
favor de las bacterias productoras de isómeros trans-10 a expensas de aquellas 
productoras de trans- 11 o a una modificación de la actividad bacteriana. De igual forma, 
Toral et al. (2012) mencionan un cambio en los pasos de la BH hacia mayor producción 
ruminal de isómeros trans-10 C18:1 a expensas de trans- 11 C18:1 para altos niveles de 
suplementación lipídica con aceite de girasol y algas en ovejas lecheras, también 
asociados a cambios en las poblaciones de microorganismos. La evidencia indica que las 
principales especies bacterianas involucradas en el proceso de BH pertenecen al grupo 
Butyrivibrio, en el cual se incluyen los géneros Butyrivibrio y Pseudobutyrivibrio y 
bacterias filogenéticamente relacionadas (Paillard et al., 2007a y Devillard et al., 2007, 
citados por Belenger et al., 2010). De acuerdo con Klieve et al. (2003), la bacteria más 
conocida como productora de AG trans-11, Butyrivibrio fibrisolvens, es altamente 
sensible a dietas con alto contenido de almidón. Por otro lado, fueron detectados grupos 
bacterianos de variada frecuencia relativa, involucrados potencialmente en uno o más 
pasos metabólicos de la BH, como diversas cepas de Lachnospiraceae o Quinella (Toral 
et al., 2012). 
Vinculado a estos cambios, se asocia el MFD, causado por la inhibición de los 
isómeros trans-10 (Griinari et al., 1998; Loor et al., 2005a; Shingfield et al., 2009) sobre 
la síntesis de grasa en glándula mamaria. Más específicamente, el MFD ha sido vinculado 
con el isómero trans-10, cis-12 CLA (Baumgard et al., 2000; Bauman y Griinari, 2001), 
el cual también ha sido relacionado con modificaciones en la estructura de las 
comunidades bacterianas a nivel ruminal (Weimer et al., 2010). El MFD fue mencionado 
también en ovejas (Papadopoulos et al., 2002; Reynolds et al., 2006 citados por Bichi et 
al., 2013) y observado por Toral et al. (2010b) en dietas con suplementación lipídica con 
aceite de girasol y algas. Estos autores atribuyeron la reducción en el contenido de grasa 
de la leche al agregado de algas al suplemento.  
Los resultados observados en los perfiles de AG de la leche han presentando 
diferencias debidas a la especie animal y a la dieta, lo que conduciría a la necesidad de 
mayores investigaciones en el área para caracterizar y explicar mejor dichas diferencias. 
Adicionalmente, los estudios sobre microbioma ruminal son limitados en ovejas 
(Belenguer et al., 2010; Dantas López, 2015) en comparación con vacas (Jami et al., 2014; 
McCabe, 2015; Menezes, 2011; Petri et al., 2013; Zened et al., 2013).  
En los capítulos previos (II y III) se discutieron aspectos vinculados a la 
performance, ambiente ruminal y calidad de leche, tanto en composición química como 
perfil de ácidos grasos. Es posible que así como se observaron diferencias en estas 
variables según el tipo de suplemento, existan diferencias en la diversidad y composición 
microbioma ruminal. 
El objetivo de este capítulo es presentar y analizar la información obtenida a partir 
de los estudios de microbioma por medio de la secuenciación del 16S rRNA utilizando la 
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plataforma Illumina MiSeq, para dilucidar las posibles relaciones entre la comunidad 
microbiana del rumen y la respuesta productiva. 
 
4.2. Materiales y métodos: 
El presente estudio fue realizado a partir de 18 muestras de licor ruminal tomadas de las 
6 ovejas del experimento descripto en el capítulo 3 (ver sección 3.2.1. Animales y diseño 
experimental en Materiales y Métodos). Los análisis de microbioma fueron desarrollados 
en el Biocience Laboratory of the Animal and Grassland Research and Innovation Centre, 
Teagasc Grange, República de Irlanda. 
 
4.2.1. Muestreo de contenido ruminal. 
 
Dos muestras de contenido ruminal mixto (fase sólida y líquida) fueron extraídas 
del saco ventral y dorsal cuatro horas después del suministro del alimento, es decir, en el 
horario de muestreo de las 16:00hs. Luego se realizó un pool para obtener una muestra 
única por animal. Las muestras se colocaron inmediatamente en tubos Falcon de 50mL y 
fueron llevadas al laboratorio para su almacenaje a -80°C. Cada muestra representativa 
de 50g de contenido ruminal mixto fue molida y homogeneizada mediante mortero y bajo 
nitrógeno líquido, hasta obtener un polvo de finas partículas congeladas. Luego se 
mantuvieron almacenadas a -80°C hasta comenzar con el procedimiento de extracción de 
DNA. Para tal fin, se utilizaron submuestras de 300mg de polvo de contenido ruminal 
congelado. 
 
4.2.2. Extracción de DNA. 
 
Se extrajo DNA genómico siguiendo el procedimiento de Yu y Morrison (2004). 
La concentración de DNA recuperada se cuantificó por calentamiento de la muestra a 
37°C durante dos minutos, mezclado suave y posterior lectura en Nanodrop 1000 
spectrophotometer. La calidad del DNA fue evaluada mediante electroforesis a 120V 
durante 50min, con una corrida de 120ng de muestra en un gel de agarosa al 2%. 
Una alícuota de 3µL de DNA extraído fue mezclada con el 5X DNA binding 
buffer blue (BIOLINE-37045) y descargada sobre un gel de agarosa al 2% en 0,5% de 
buffer Tris acetate-EDTA conteniendo GelRed (BIOTIUM). Se utiliza luego una alícuota 
de 5 µL de Hyperladder 100bp (BIOLINE – 33056). El DNA se visualizó mediante luz 
UV y la imagen se obtuvo con transiluminador UV. Luego, las muestras fueron diluidas 
hasta obtener una concentración final de DNA de 5ng/ µL para el análisis por PCR. 
 
4.2.3. Preparación de la librería y secuenciación. 
 
La región V4 del 16S rRNA del DNA de bacterias y archaeas (extraído de cada 
muestra de licor ruminal) se amplificó por PCR para generar 18 librerías de amplicones, 
utilizando los primers que se detallan a continuación y la enzima KAPA HiFi Hot Start 
Ready Mix (2X) de BIOSYSTEMS (Wilmington, Massachusetts, USA). 
Forward primer 5’: 
TMZTMZGCAGMZTCAGATGTGTATAAGAGACAG 
[GTGCCAGCMGCMZMZGTAA]  
Reverse primer 5’: 
GTCTMZTGGGCTMZGAGATGTGTATAAGAGACAG 
[GGACTACHVGGGTWTCTAAT] 
 
39 
 
Las condiciones de la PCR fueron: 3 minutos a 95°C, luego 27 ciclos de 30 
segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C y una extensión final de 5 
minutos a 72°C. En una segunda PCR, se adhirieron los índices Nextera XT (Nextera XT 
indexing kit - Illumina), utilizando la enzima KAPA HiFi Hot Start Ready Mix (2X). Las 
condiciones de esta segunda PCR fueron: 3 minutos a 95°C, luego 8 ciclos de 30 segundos 
a 95°C, 30 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C y una extensión final de 5 minutos a 
72°C. Los amplicones se purificaron empleando el QIAquick PCR purification kit 
(Qiagen, Hilden, Alemania). Luego de este paso, el DNA se cuantificó nuevamente con 
el espectrofotómetro Nanodrop 1000 y su calidad final fue evaluada por electroforesis en 
gel de agarosa al 2%. 
Iguales concentraciones de las 18 librerías indexadas se combinaron en un pool y 
se realizó una purificación de fragmento comenzando por electroforesis en gel de agarosa 
al 2% (Agarose HIRES grade) a una banda correspondiente a un tamaño aproximado de 
450 pares de bases. Esa banda fue extraída utilizando bisturí estéril y luego la purificación 
de la porción de gel extraída se realizó por medio del kit “QIAquick Gel Extraction Kit” 
(Qiagen, Hilden, Alemania). La librería purificada se analizó en Nanodrop 1000 e 
inmediatamente se cuantificó por qPCR utilizando el kit “KAPA SYBR FAST Universal 
qPCR” con el Primer Mix para Illumina (Kapabiosystems). 
Para la secuenciación se siguieron las instrucciones de la Guia “Illumina MiSeq 
library preparation guide” utilizando una muestra de 2nM del pool de librería. 
Se combinaron 6 pM de la librería pool con 12,5 pM de librería control PhiX V3 
(6:4 v/v) y se corrieron en “MiSeq 500 cycle version 2 reagent cartridge” (Illumina) en 
plataforma Illumina MiSeq para 500 ciclos de secuenciación.  
 
4.2.4. Análisis de la secuenciación. 
 
Los resultados obtenidos de la secuenciación se analizaron utilizando el programa 
QIIME, siguiendo lo descripto por Caporaso et al. (2011). Las unidades taxonómicas 
operacionales (“OTUs”, según sigla en inglés) se generaron a partir de un 97% de 
similaridad. 
 
4.2.5. Análisis estadístico. 
 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SAS (SAS Institute, 2008). 
Los resultados fueron analizados por ANVA de acuerdo al diseño experimental empleado 
en el experimento del capítulo 3 (cross-over) utilizando un procedimiento de modelos 
mixtos con medidas repetidas siendo el animal el factor aleatorio. Las medias fueron 
comparadas por Tukey (α=0.05). El modelo utilizado fue:  
 
Yij = µ + trati + períodoj + trati x períodoj + Errorij 
 
donde: µ es la media general, trati es el efecto del tratamiento (MZ y CS), períodoj 
representa el período del cross-over, trati x períodoj es la interacción, y Errorij es el error 
experimental. Las diferencias significativas fueron declaradas a P < 0,05 y las tendencias 
discutidas a P < 0,10. 
 
4.3. Resultados y discusión.  
 
4.3.1. OTUs, riqueza y diversidad microbiana. 
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 La secuenciacion de la región V4 del gen 16S rRNA de las 18 muestras de licor 
ruminal, provenientes de 6 ovejas lecheras (en tres períodos) resultó en un promedio de 
122.735 lecturas de calidad y, luego de la remoción de secuencias quimera, en 119.358 
secuencias con un tamaño medio de 292 pares de bases (bp) (Cuadro 14). Similares 
resultados fueron obtenidos por Jami y Mizrahi (2012), con un total de 162.000 lecturas 
de calidad en 16 vacas Holstein Friesian en lactancia, no obstante el número puede variar 
ampliamente. Como ejemplo de esta variabilidad, el trabajo de Dantas López et al. (2015) 
obtuvo un total de 425.428 secuencias de calidad (58bp) en cuatro ovinos macho mientras 
que Han et al. (2015) obtuvo un total de 256.868 (394bp) en tres cabras lecheras. Si bien 
es importante considerar el número de secuencias de calidad obtenidas, se debe analizar 
si esta cantidad es adecuada para un completo análisis de microbioma. Esto puede verse 
con las curvas de rarefacción (Fig. 5).  
  
 
Cuadro 14. Número de lecturas por muestra luego de la secuenciación del amplicon de la 
región V4 del gen 16S rRNA 
Muestra a 
Pares de 
lecturas 
Lecturas recortadas y 
fusionadas por calidad 
% 
Supervivencia 
de lecturas 
Lecturas luego de 
remoción de 
quimeras 
 
1 215931 134507 62,29 130499 
2 142815 99956 69,99 97375 
3 255443 187746 73,50 182846 
4 126117 80275 63,65 78412 
5 193655 121007 62,49 117513 
6 208512 140515 67,39 135068 
7 201097 138778 69,01 135331 
8 152163 70820 46,54 68849 
9 211294 146312 69,25 142318 
10 175441 116904 66,63 113782 
11 137087 100044 72,98 97195 
12 200916 146572 72,95 143504 
13 134245 81688 60,85 79234 
14 221161 149241 67,48 145065 
15 206850 132955 64,28 129580 
16 204888 135718 66,24 131984 
17 129793 90636 69,83 87822 
18 208528 135556 65,01 132073 
a    Muestras 1-6 pertencen al periodo I; 7-12 pertenecen al perido; 13-18 pertenecen al perido III.  
Muestras 1, 3, 5, 8, 10, 12, 13, 15 y 17 corresponden al tratamiento MZ. 
 
 
 Las curvas de rarefacción de cada muestra se acercaron al punto de saturación o 
“plateau” más allá de las 30.000 secuencias por muestra (Fig. 4), indicando que el número 
de secuencias obtenidas fue suficiente para obtener una buena descripción de la 
composición bacteriana de cada tratamiento. Aún obteniendo menor número de 
secuencias que en los estudios de Dantas López et al. (2015) y Han et al. (2015), el total 
de OTUs detectadas en nuestro trabajo resultó casi del doble respecto de dichos trabajos. 
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Figura 4. Curvas de rarefacción de las OTUs generadas a partir de un 97% de similaridad 
para las 18 muestras. 
 
El análisis de metagenómica detectó un total de 11.356 OTUs, de las cuales 209 
OTUs fueron asignadas al reino Archaea y 10.222 OTUs al reino Bacteria, no existiendo 
diferencias entre dietas tanto para el total de archaeas (P=0,68) como de bacterias 
(P=0,58) (Figura 5). 
  
 
Figura 5. Total de microorganismos (N) a nivel de reino (Archaea y Bacteria) para las 
dietas CS (   )  y MZ (   ). 
 
Sin embargo, la riqueza, estimada por el índice Chao1 (Chao y Lee, 1992) y ACE 
(abundance-based coverage estimator), y la alpha-diversidad, evaluada utilizando el 
índice de Shannon (1948) y Simpson (1949), muestran diferencias entre dietas tal como 
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puede observarse en la Figura 6 y Cuadro 15. Tanto la riqueza como la diversidad 
resultaron superiores en la dieta CS, presumiblemente debido a la mayor cantidad de 
sustratos o biomoléculas distintas que aporta la cascarilla de soja con respecto al grano 
de maíz. La pared celular de la cascarilla posee una alta proporción de galactomananos; 
los principales azúcares que la componen son la galactosa, glucosa (celulosa), arabinosa 
y distintos ácidos urónicos, lo cual es indicativo de mayor diversidad de las pectinas 
dentro de la estructura de la pared de cascarilla de soja en comparación con otras paredes 
celulares (Huisman et al., 1998). En el grano de maíz, abunda el almidón y, en menores 
cantidades, celulosa, arabinoxylanos y β-glucanos ubicados en la pared (Knudsen, 2014). 
La mayor cantidad de sustratos distintos explicaría la existencia de una población 
bacteriana más diversa para cubrir la mayor actividad enzimática para degradarlos. Es 
realmente difícil encontrar índices parecidos a lo largo de la bibliografía, ya que la 
diversidad del microbioma ruminal está íntimamente ligada con el individuo y con la dieta 
también, como principales factores (McCann et al., 2014). 
 
 
Figura 6. Índices de riqueza (Chao 1, ACE) y diversidad (Shannon, Simpson, Fisher) para 
cada una de las dietas MZ (   ) y CS (   ) y por animal (200, 5111, 9020, 9032, 9105, 
9403). 
 
 
Cuadro 15. Estimadores de riqueza y diversidad de la librería genómica 16S rRNA del licor 
de rumen de oveja a partir del análisis de secuenciación. 
Muestra 
ID 
Observado Chao ACE Shannon Simpson InvSimpson Fisher 
X01 2127 4703 (4549-4703) 4863 (4904-4822) 5,01 0,98 64,01 361,71 
X02 2906 2967 (2865-2967) 3175 (3209-3141) 5,51 0,98 62,24 564,72 
X03 3412 6046 (5868-6046) 5931 (5975-5887) 5,08 0,98 41,82 596,48 
X04 2689 4629 (4471-4629) 4661 (4701-4620) 5,53 0,99 89,32 540,36 
X05 3218 2808 (2742-2808) 3064 (3095-3033) 5,57 0,99 93,00 612,67 
X06 4022 5722 (5580-5722) 5911 (5955-5867) 5,79 0,99 76,08 782,02 
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X07 3732 4810 (4662-4810) 4964 (5005-4923) 5,73 0,99 71,17 711,82 
X08 1816 6162 (6008-6162) 6345 (6391-6300) 5,07 0,98 61,62 342,76 
X09 3789 3964 (3842-3964) 4208 (4247-4170) 5,74 0,99 68,62 716,63 
X10 2751 4718 (4570-4718) 4720 (4759-4681) 4,93 0,97 38,27 508,86 
X11 2944 5279 (5124-5279) 5383 (5425-5340) 5,80 0,99 117,01 574,21 
X12 2047 2780 (2683-2780) 2871 (2902-2840) 3,98 0,95 19,44 338,55 
X13 1898 3205 (3099-3205) 3439 (3474-3404) 4,75 0,98 45,16 350,43 
X14 3939 4918 (4776-4918) 5022 (5063-4982) 5,82 0,99 77,63 748,74 
X15 3103 5242 (5108-5242) 5231 (5271-5191) 5,04 0,97 34,66 572,67 
X16 3636 5454 (5307-5454) 5797 (5843-5752) 5,79 0,99 70,68 693,51 
X17 2534 5987 (5852-5987) 6185 (6230-6141) 5,47 0,98 65,30 488,57 
X18 3499 5967 (5810-5967) 5966 (6009-5922) 5,68 0,99 67,64 661,00 
Sample ID = Muestras, X1-X6 pertenecen al periodo I; X7-X12 corresponden al periodo II; X13-X18 corresponden al periodo III.  
Muestras X1, X3, X5, X8, X10, X12, X13, X15 y X17 corresponden al tratamiento CS. Estimadores de riqueza (Chao y ACE, 
promedio y rangos) y diversidad (Shannon, Simpson, InvSimpson, Fisher). 
 
4.3.2. Caracterización a nivel de Phylum. 
 
Se identificaron 20 phyla bacterianos en el microbioma; no obstante, siete de ellos 
fueron considerados como los principales, dada su abundancia relativa (RA). Los 
Firmicutes y Bacteroidetes resultaron los más abundantes, seguidos por Spirochaetes, 
Proteobacteria, Actinobacteria, Cianobacteria  y Fibrobacteres (Figura 7). Si bien no hubo 
efecto del suplemento energético sobre el recuento total de archaeas ni de bacterias, la 
comunidad microbiana fue afectada por el tratamiento dado que se detectaron diferencias 
en las RA de los principales phylum (P < 0,05). Esto significa que la dieta tuvo más efecto 
sobre la estructura del microbioma que sobre la cantidad de microorganismos detectados.    
En el tratamiento CS, RA de 54,86% y 34,81% fueron atribuidos a Firmicutes y 
Bacteroidetes, respectivamente, seguidos por RA de 1,24% correspondiente a 
Spirochaetes y 0,69% a Proteobacteria. En la dieta MZ, la RA de Firmicutes resultó 
superior con respecto a la dieta CS, alcanzando un 69%, aproximadamente 14 puntos 
porcentuales de diferencia. 
 
 
 CS MZ 
ACTINOBACTERIA 0,56 1,01 
 BACTEROIDETES 34,81 21,15 
 CYANOBATERIAS 0,67 0,50 
 FIBROBACTERES 0,45 0,43 
FIRMICUTES 54,86 69,00 
 PROTEOBACTERIA 0,69 1,11 
 SPIROCHAETES 1,24 1,07 
OTHERS 6,58 5,88 
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Figura 7. Estructura de la comunidad bacteriana del rumen a nivel de Phylum para las dos 
dietas: CS y MZ. El grafico de barras representa las RA de los phyla más abundantes y 
en el cuadro se muestran los valores respectivos de RA en porcentajes (%). 
 
 
 La mayor RA de Firmicutes en MZ posiblemente se obtuvo a expensas de la 
reducción en la proporción de Bacteroidetes, cuya RA fue de 21,15%, es decir, 13,66 
puntos porcentuales menos que en CS. Esto podría estar sustentado por los datos 
revisados por Kim et al. (2011), quienes señalan que los phylum dominantes son los 
Firmicutes y Bacteroidetes con RA de 57,8% y 26,7%, respectivamente, asemejándose 
más a la dieta CS que MZ. Adicionalmente, los Spirochaetes también mostraron menor 
RA (1,07%) en MZ en comparación con CS, en contraste con Proteobacteria y 
Actinobacteria, cuyas RA casi duplican a las obtenidas en la dieta CS. Estos phylum 
constituyen porcentajes muy bajos en comparación con la sumatoria de Firmicutes y 
Bacteroidetes, alcanzando cerca del 80% del total de phylum (Pitta et al. 2010; Jami y 
Mizrahi 2012; Li et al. 2012). 
 La relación Firmicutes: Bacteroidetes (F: B) resultó significativamente superior 
en el tratamiento MZ (3,26) respecto de CS (1,58) (P < 0,05). La relación F:B podría estar 
asociada con la respuesta de algunas variables productivas. Un ejemplo de esto es la 
correlación positiva entre la relación F:B y el rendimiento de grasa en la leche (R2  = 0,51) 
reportada por Jami et al. (2014) para vacas lecheras, contrario a los resultados del presente 
trabajo. Aquí, la regresión lineal entre la relación F:B y el porcentaje de grasa en leche 
resultó significativa (P < 0,05) pero negativa, aunque con un grado de ajuste inferior a lo 
reportado por Jami et al. (R2 = -0,39) (Figura 8). Así, puede verse que a medida que 
aumenta la RA de los Firmicutes, la concentración de grasa butirosa tiende a bajar. Esto 
coincide con un estudio muy reciente que reporta una correlación positiva entre el MFD 
y la RA de los Firmicutes y las Actinobacterias (Pitta et al., 2018). 
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Figura 8. Correlación negativa entre la relación Firmicutes:Bacteroidetes (F:B ratio) y el 
contenido de grasa de la leche (g/100ml) para ambas dietas en conjunto.  
 
 
 4.3.3. Asignaciones taxonómicas y caracterización a nivel de género. 
 
 A partir de las 11.356 OTUs, se generaron 90 asignaciones taxonómicas. De estas 
90, las más abundantes (consideradas por encima del 1% de RA) resultaron comunes a 
ambos tratamientos. Estas son: el orden Clostridiales (18,35% CS y 14,43% MZ), género 
Prevotella (16,13% y 12,39%), orden Bacteroidales (12,13% y 5,78%), género 
Methanobrevibacter (10,33% y 12,14%), familia Ruminococcaceae (9,18% y 7,66%), 
familia Lachnospiraceae (7,26% y 10,87%), y géneros Butyrivibrio (5,35% y 10,50%), 
Ruminococcus (19,3% y 11,01%), Coprococcus (1,18% y 1,92%), Treponema (1,05% y 
0,84%) y Methanosphaera (1,05% y 0,72%).  
 El análisis estadístico mostró que de las 90 asignaciones, sólo 23 difirieron 
significativamente entre dietas (P < 0,05), 20 de las cuales resultaron superiores en CS 
con respecto a MZ (Figura 9). Llamativamente, los géneros Ruminococcus y Butyrivibrio 
se vieron incrementados en la dieta MZ, seguidos por el género Shuttleworthia. 
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Figura 9. Relación CS/MZ expresada como “log2 fold change” para las asignaciones 
taxonómicas que difirieron entre dietas (P < 0.05). La letra delante del nombre indica 
nivel filogenético: “p”, phylum; “o”, orden; “c”, clase; “f”, familia; “g”, género.  
 
 
 Si bien todos los grupos bacterianos que presentaron diferencias entre dietas 
pueden tener un importante rol en el metabolismo ruminal, discutiremos los géneros más 
relevantes desde el punto de vista nutricional, basándonos en dos criterios: la actividad 
vinculada a la degradación de la fibra y la relacion con el proceso de BH (objeto de estudio 
en el presente trabajo). 
 
La única Archaea diferente: VadinCA 11 
 
 Este género, perteneciente a la clase Thermoplasmata, resultó ser la única archaea 
que mostró diferencias entre dietas (P < 0,05) y se vió incrementada en las ovejas 
suplementadas con CS. Llamativamente, la principal metanógenica, Methanobrevibacter, 
no mostró diferencias entre los tratamientos (P > 0,05). 
 El cluster C Thermoplasmata (Kemnitz et al., 2005) o Rumen Cluster C (RCC) 
(Janssen y Kirs, 2008) como se denomina actualmente, es un grupo abundante dentro del 
reino Archaea y ha sido identificado en rumiantes y también en intestino humano (Dridi 
et al., 2012). Su fuente principal de energía proviene de la metanogénesis a partir de 
metylaminas, aunque no está del todo probado que sean, además, hidrogenotrópicos 
(Franzolin et al., 2012). Poulsen et al. (2013) mencionan dos aspectos importantes sobre 
RCC. Por un lado, la degradación de las metylaminas libera NH4
+ que se incorporaría al 
pool de N ruminal, generando un aporte extra al rumiante. Y, por otro lado, RCC 
representaría un blanco potencial para las estrategias de mitigación de metano en vacas 
lecheras. De hecho, se ha reportado una correlación negativa entre el género de vadinCA 
11 y la producción de metano (Zhao et al., 2018). Dado que no se cuantificó la producción 
de metano en cada una de las dietas, aun considerando el aporte de Zhao et al. (2018), no 
se puede asegurar que la dieta CS resulte menos metanogénica simplemente por presentar 
mayor RA de vadinCA 11. Adicionalmente, al analizar la posible asociación entre la RA 
de este género y la concentración de N-NH3 ruminal en nuestro estudio, no se detectó 
correlación (P=0,77), aún existiendo diferencias entre dietas para el pool de N ruminal (P 
< 0,05) siendo de 7,62 mg/dl y 10,15 mg/dl para MZ y CS, respectivamente. 
  
Ruminococcus. 
 
 De acuerdo con diversos autores, Ruminococcus y Fibrobacter representan los 
principales géneros celulolíticos del rumen (Weimer et al., 1996; Kong et al., 2010; Han 
et al., 2015), no obstante sus RA son bajas comparados con otros géneros, coincidiendo 
con trabajos previos en vacas lecheras y cabras donde se reportan porcentajes inferiores 
al 1% (Zened et al. 2013; Han et al, 2015). Contrario a lo esperado, la RA de 
Ruminococcus resultó superior en la dieta MZ respecto de CS (P < 0,05) (11,01% vs. 
1,93%). Este género fue aislado por primera vez del rumen de bovino a partir de una tesis 
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doctoral publicada por Sijpesteijn en 1948, en la cual describe a Ruminococcus 
flavefaciens como “bacteria descomponedora de celulosa”. Años más tarde, Hungate 
(1957) reporta a R. flavefaciens y albus como bacterias celulolíticas. Estas dos especies 
comparten un 91% de similaridad de acuerdo con un estudio comparativo de genomas 
(La Reu et al., 2017), coexisten en la comunidad celulolítica del rumen y, a su vez, 
compiten por el mismo nicho ecológico (Chen et al., 2004). Además de que poseen 
estrategias diferentes para degradar celulosa, R. albus utiliza un rango más amplio de 
sustratos (Dassa et al., 2014; Christopherson et al., 2014). 
 Si bien la mayoría de las especies estudiadas son celulolíticas, un trabajo muy 
reciente indica que este género tiene una gran diversidad aún no explorada, con escaso 
conocimiento sobre los Ruminococcus no celulolíticos (La Reu et al., 2017). Han sido 
aisladas de intestino humano otras especies como, por ejemplo, R. bromii, con afinidad 
específica por los almidones resistentes (Ze et al., 2015) y R. bicirculans, con actividad 
hemicelulolítica, utilizando especialmente β-glucanos y xylanoglucanos, pero sin 
enzimas para degradar celulosa (Weigmann et al., 2014). 
 La Reu et al. (2017) por medio de un análisis filogenético de 56 genomas de 
Ruminococcus y géneros relacionados (rumiantes, humanos, otras especies) demuestran 
que las únicas dos enzimas compartidas por todos los genomas provienen de dos genes 
involucrados en la fosforilación del almidón, lo que sugeriría que la habilidad para 
degradar almidón proviene de un antepasado común a las familias Ruminococcaceae y 
Lachnospiraceae. En este sentido, es importante mencionar que el género Ruminococcus 
ha sido definido como polifilético, ya que posee miembros de esas dos familias (Rairy y 
Jensen, 1995) y más recientemente, algunos de sus miembros han sido reclasificados al 
género Blautia (Lawson y Firegold, 2015). 
 Debido a que los resultados de la secuenciación en el presente trabajo no permiten 
identificar a nivel de especie, no se puede aseverar si estamos en presencia de R. 
flavefaciens o albus o, posiblemente, alguna otra especie aún no identificada. Sin 
embargo, es posible que este género se haya incrementado en la dieta MZ ya que, no sólo 
posee “maquinaria metabólica” para degradar la celulosa, sino que tiene genes para 
actividad amilolítica, los cuales se activan en presencia del sustrato, proveniente del grano 
de maíz.  
 
Fibrobacter. 
 
 En el caso puntual de Fibrobacter, la RA resultó de 0,41% y 0,39% para CS y 
MZ, respectivamente. Estas leves diferencias entre dietas no resultaron significativas (P 
> 0,05), por lo cual no podemos asegurar mayor actividad celulítica en la dieta 
suplementada con cascarilla de soja, dado que los dos géneros más asociados a la 
degradación de este polímero, Ruminococcus y Fibrobacter, no aumentaron en este 
tratamiento.  
 Menezes et al. (2011) comparó la composición del microbioma entre las dos fases 
de rumen, sólida vs. líquida, para dieta TMR y pastura. Como resultados distintivos, no 
sólo encontraron mayor diversidad en la fase líquida y en la dieta TMR, sino que además 
reportaron que el género Fibrobacter se ve incrementado en la dieta TMR, atribuyendo 
este resultado a la presencia de paja de cereal (30% de la MS de la TMR). En adición, 
Jami et al. (2014) también en vacas lecheras bajo una dieta 30:70 F:C, indica que 
Fibrobacter estuvo ausente en la mayoría de los animales y que no suele detectarse en 
dietas con baja proporción de fibra. Ambos trabajos sugieren dos puntos importantes en 
la relación Fibrobacter-degradación de la fibra: por un lado, el contenido total de fibra de 
la dieta y, por otro, el tipo de fibra en cuanto a su composición. En este sentido, la mayor 
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asociación con un forraje como la paja de cereal daría cuenta de mayor potencial para 
actuar sobre lignocelulosa o como lo indican Brulc et al. (2008), sobre “estructuras más 
recalcitrantes”. Estos autores realizaron un estudio de metagenómica de los 
microorganismos ruminales adherentes a la fibra, detectando un gran número de glicosil-
hydrolasas (22 en total) digitadas básicamente por la dieta. De ese estudio puede 
deducirse que existen dos tipos de organismos y sets de genes: los de la primera 
colonización, que atacan las cadenas laterales de los carbohidratos más disponibles de la 
pared celular y luego, los que atacan los materiales menos degradables como la celulosa.  
 Con mayor grado de detalle, Koike et al. (2003; 2004) estudiaron la colonización 
de la fibra por parte de las principales especies fibrolíticas del rumen, Fibrobacter 
succinógenes, Ruminococcus flavefaciens y albus, y encuentran que el sustrato influencia 
las proporciones de las distintas cadenas o grupos dentro de la especie. Así es como para 
F. succinógenes se reportan cuatro grupos filogenéticos, de acuerdo a la secuencia del 
16SrDNA, siendo el grupo 1 menos activo en la degradación de celulosa y más asociado 
a forrajes frescos y el grupo 3 más abundante en dietas a base de heno (Koike et al., 2004). 
En base a la información citada, es posible que la composición química o estructura de la 
fibra de las dietas estudiadas en el presente trabajo de tesis sea la que explique las bajas 
RA de este género.  
 
Butyrivibrio. 
 
 A través de la secuenciación de la subunidad 16SrDNA se ha comprobado una 
gran diversidad genética en este género (Forsberg et al., 1997; Willems et al., 1996; 
Kopecňy et al., 2001). Varias secuencias de Butyrivibrio participan en la degradación de 
la fibra, pudiendo sintetizar celodextrinasas y xylanasas (estas últimas muy variables 
entre especies), aunque son pocas las que poseen β-1,4 endoglucanasa la cual permite 
romper los enlaces β-1,4 de la celulosa (Stewart et al., 1997). Kopecňy et al. (2003) 
aislaron las secuencias de lo que, posteriormente, nombraron como Pseudobutyrivibrio 
xylanivorans y Butyrivibrio hungatei, tanto en vaca como en oveja, y confirmaron la 
presencia de xylanasas, proteasas, pectin-hydrolasas y β-1,4 endoglucanasas para la 
primera pero la ausencia de actividad fibrolítica para la segunda. Además de su actividad 
sobre la degradación de la fibra, Attwood y Reilly (1995) indicaron que este género tiene 
un rol fundamental en la degradación de proteínas a nivel ruminal así como también se 
ha demostrado que algunas secuencias tienen actividad amilolítica (McAllister et al., 
1990).  
 En el caso de Clostridium proteoclasticus o Butyrivibrio proteoclasticus, luego de 
su reclasificación (Moon et al., 2008), se ha demostrado que posee actividad degradativa 
sobre proteínas y polisacáridos como xylanos, pectinas y almidón, no obstante no puede 
romper la estructura de la celulosa cristalina (Attwood et al., 1996; Kelly et al., 2010) y, 
además, se lo ha relacionado con la biohidrogenación de los ácidos grasos en la 
producción de ac. esteárico (C18:0) a partir de vaccénico por la vía del ac. linoleico 
(Wallace et al., 2006; Moon et al., 2008). En este sentido, Jeynathan et al. (2016) señalan 
que Butyrivibrio fibrisolvens representa la especie de mayor importancia en este proceso, 
aún sin haber demostrado capacidad para formar esteárico desde que fue identificada por 
primera vez con la BH (Polan et al., 1964) pero sí para la isomerización del ac. linoleico 
a CLA (Kepler et al., 1966). 
 Este género resulta de gran importancia en el presente trabajo de tesis ya que es 
uno de los grupos bacterianos más vinculados al proceso de BH junto con 
Pseudobutyrivibrio (Wallace et al., 2006). Sin embargo, cabe preguntarse si aún en la era 
49 
 
de la genómica se pueden descifrar todas las bacterias del “Grupo A y B”, así llamadas 
por Kemp y Lander (1984) y luego tomadas por Bauman (1999), para describir su 
participación en los diversos pasos de la BH.    
 
4.4. Biohidrogenación y microbioma bacteriano: pasos metabólicos y géneros del 
“A and B groups”. 
 
 Si se utiliza como “molde” el esquema de la BH descripto originalmente por 
Bauman (1999) para relacionar los AG generados  con la dieta, se podrían diferenciar las 
dos rutas metabólicas: la de los trans-11 en MZ (Fig. 10) y los trans-10 en CS (Fig. 11). 
 
 
 
Figura 10. Esquema del proceso de BH del acido linoleico y linolénico para la dieta MZ 
indicando los AG e intermediarios que resultaros superiores (adaptado de Bauman, 1999). 
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Figura 11. Esquema del proceso de BH del acido linoleico y linolénico para la dieta CS, 
indicando los AG e intermediarios que resultaron superiores (adaptado de Bauman, 
1999). 
 
Para ese entonces, Bauman indicó que las bacterias actuantes en los distintos 
pasos del proceso pertenecían a los grupos A o B o ambos de acuerdo con Kemp y 
Lander (1984), sin hacer una descripción filogenética (Figura 12).  
 
 
Figura 12. Esquema del proceso de BH del acido linoleico y linolenico integrando los 
grupos bacterianos asociados a los distintos pasos metabólicos (adaptado de Bauman, 
1999). 
 
 Años más tarde, se sabría que el principal actor del grupo A era Butyrivibrio 
fibrisolvens en la conversión de linoleico a ruménico y de ruménico a vaccénico por un 
lado y, por el otro, que B. proteoclasticus saturaba el vaccénico hasta esteárico (Vasta et 
al., 2010) e inclusive algunos trabajos con ovejas lecheras han reportado cambios en los 
pasos metabólicos de la BH relacionados con otros grupos bacterianos pertenecientes a la 
familia Lachnospiraceae y Quinella (Toral et al., 2012).  
 A fin de dilucidar las posibles relaciones entre la BH y los grupos bacterianos en 
cada dieta, se realizó un análisis de componentes principales construido a partir de las 
concentraciones de los principales AG vinculados al proceso de BH y las RA de las 
asignaciones taxonómicas que difirieron entre tratamientos. En la Figura 14 se pueden 
apreciar dos grupos bien definidos de taxones separados por la componente 1, no obstante 
la distribución de los AG es más dispersa.  
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Figura 13. Análisis de componentes principales entre los AG de cadena larga y las 
asignaciones taxonómicas identificadas a nivel de orden, familia y género que difirieron 
entre dietas (P < 0.05). En rojo se marcan los AG vinculados a los pasos metabólicos del 
proceso de BH.   
 
 El género Butyrivibrio se encuentra muy cercano al cis-9, trans-11 CLA y trans-
11 (Figura 13) en concordancia con las mayores concentraciones de estos isómeros en la 
dieta MZ que fueran reportados en el capítulo anterior (Cuadro 13), la cual posee mayor 
RA de Butyrivibrio respecto de CS (aprox. 10 vs. 5%; Figura 9). El posterior análisis de 
correlación permitió confirmar dicha asociación al obtener una correlación altamente 
significativa entre la RA de Butyrivibrio y la concentración de cis-9, trans-11 CLA (P < 
0,01; r=0,79).  Esta coincidencia del grupo bacteriano con el paso metabólico de la BH de 
los trans-11, sumado al mayor consumo de linoleico como precursor, podrían explicar la 
acumulación de estos isómeros en el escenario de una dieta alta en grano de maíz 
(almidón) y con menor pH ruminal, contrario a lo que ha sido reportado en vacas. Dado 
que el análisis de metagenómica permitió llegar hasta el nivel de género, no hay certeza 
de qué especie de Butyrivibrio se trata, si efectivamente es B. fibrisolvens o alguna otra 
especie que tolere el bajo pH y esté más vinculado a la degradación del almidón. 
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Figura 14. Análisis de componentes principales entre los parámetros de ambiente ruminal 
y las 23 asignaciones taxonómicas que difirieron entre dietas (P < 0.05). En rojo se 
marcan los parámetros que caracterizan al ambiente ruminal.   
 
 Estudios de microbiología clásica por medio de técnicas de cultivo y utilización 
de sustratos han demostrado que algunas cadenas de Butyrivibrio producen ácido 
propiónico por la vía del acrilato (Lee y Moore 1959), así como algunos Ruminococcus 
producen ácido propiónico a través de la vía del succinato en ausencia de metanógenos 
(Latham y Wolin, 1977). Si observamos la relación entre las RA de los principales 
taxones y los parámetros de ambiente ruminal en un análisis de componentes principales 
(Figura 14), a priori parecería no haber asociación entre el ácido propiónico y el género 
Butyrivibrio. Sin embargo, al analizar la relación Ac./Prop. como variable regresora sobre 
la RA de este género, se obtiene una regresión negativa significativa (P < 0,05; R2= -0,45) 
como muestra la figura 15, lo que supondría superiores RA de Butyrivibrio con menores 
proporciones de acético o mayores proporciones de ac. propiónico.   
 
Figura 15. Correlación entre RA del género Butyrivibrio y la relación Acético/Propiónico 
para ambas dietas en conjunto. 
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 Estos resultados coinciden con lo informado en el Cuadro 12 (capítulo 3), donde 
la relación Ac./Prop. fue significativamente mayor en la dieta CS (3,97 vs 2,58) la cual 
presenta, a su vez, menores RA de Butyrivibrio. Un género muy cercano a Butyrivibrio, 
de acuerdo con el análisis de componentes principales y también significativamente 
superior en la dieta MZ, es Shuttleworthia. Este género ha sido reportado por Jami y 
Mizrahi (2012) en vacas Holstein bajo una dieta con una relacion forraje:concentrado de 
30:70, no siendo considerado como parte de la comunidad núcleo o “core microbiome” 
dado que sólo apareció en algunos individuos del estudio. Poco se sabe aún de su 
actividad metabólica, no obstante trabajos recientes en vacas lecheras demuestran una 
posible relación con bajos consumos residuales, es decir, animales más eficientes (Jewell 
et al., 2015).  
 Por otro lado, Tapio et al. (2017) encontraron mayores RA de Shuttleworthia en 
dietas con alta proporción de concentrado, en coincidencia con la dieta suplementada con 
grano de maíz en nuestro trabajo. Al realizar una búsqueda en la base “Nucleotide” del 
NCBI de este género relacionado con el rumen sólo se hallaron 7 ítems que representan, 
en realidad, la misma secuencia con diferentes números de acceso (7) y se trata de una 
secuencia no cultivada de Shuttleworthia de aproximadamente 330 pares de bases aislada 
de rumen de corderos (Belenguer, 2018). Es importante mencionar esto ya que, si se 
buscan secuencias de especies dentro de los principales géneros como Prevotella, 
Fibrobacter, Ruminococcus, Butyrivibrio, entre otros, se encontrarían muchísimas más 
secuencias reportadas y podría obtenerse más información sobre su actividad 
fermentativa a través de la búsqueda de los genes que codifican para las diversas enzimas. 
En este caso, es claro que el género Shuttleworthia está poco estudiado y los resultados 
son aún incipientes. A partir de su cercanía con Butyrivibrio (figura 13) se analizaron 
algunas correlaciones y se encontró que ambos géneros están altamente correlacionados 
(P < 0,01; r=0,80). Del mismo modo que con Butyrivibrio, Shuttleworthia también 
presentó una correlación negativa con la relación Ac./Prop. (P < 0,01; R2= -0,45) por lo 
cual confirmaría su incremento en ambientes ruminales caracterizados por la mayor 
proporción de ácido propiónico.  
 Lo más distintivo parece ser la elevada correlación que muestra Shuttleworthia 
con la concentración de cis-9, trans-11 CLA (P < 0,01; r=0,81), aún más alta que la del 
género Butyrivibrio. Estos resultados confirmarían, de acuerdo a lo esperado, la relación 
de Butyrivibrio con la vía de los trans-11 en la BH y, por otro lado, una probable 
asociación del género Shuttleworthia, del cual poco se sabe sobre su metabolismo, con el 
proceso de BH y la acumulación del cis-9, trans-11 CLA. 
 Tomando como base el esquema molde de la figura 11, en la dieta CS, podemos 
observar la acumulación del isómero trans-10, cis-12 CLA, contrario a lo reportado en 
vacas ya que este isómero se convierte en un intermediario mayoritario de la BH en dietas 
con alto contenido de almidón o en dietas suplementadas con aceites vegetales o marinos 
(Bauman y Grinarii, 2001; Shingfield y Grinarii, 2007).  
 Si bien los estudios de microbioma asociados al proceso de BH han demostrado 
que Butyrivibrio es el grupo más importante, Mc Kain et al. (2010) indicaron que el 
metabolismo del ácido linoleico por parte de este género involucra la formación de 
ruménico y vaccénico pero no la formación de los isómeros trans-10, cis-12 CLA y trans-
10. De hecho, estos isómeros han sido asociados con el MFD y, de acuerdo con Lourenco 
et al. (2010), las bacterias vinculadas a este síndrome serían grupos diferentes a las 
involucradas en el proceso de BH. Del mismo modo que se analizaron las cercanías de 
Butyrivibrio y Shuttleworthia con el cis-9, trans-11 CLA, en el escenario opuesto (dieta 
CS) muy cercano al trans-10, cis-12 CLA se encontró al género Blautia (Figura 16). 
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Figura 16. Correlación entre la concentración del isómero trans-10, cis-12 CLA (g/100g 
FAMEs) con la RA del género Blautia  para ambas dietas en conjunto. 
 
 El análisis de correlación mostró una alta y positiva asociación (P=0,0007; r=0,84) 
ya que se obtuvo un mayor grado de asociación con respecto a los obtenidos con los 
géneros anteriores para el caso del cis-9, trans-11 CLA. Del mismo modo que para el 
caso de Shuttleworthia, al realizar la búsqueda de secuencias de Blautia ligadas al rumen, 
el NCBI muestra 11 registros que representan secuencias parciales de la subunidad 16S 
(más de 1000 pares de bases) aisladas de ovinos (Henderson et al., 2009; 2010) y ganado 
bovino (Lyju et al., 2017) y secuencias no cultivadas (aprox. 330 pares de bases) 
provenientes de ovinos (Belenguer, 2018). Este hecho ilustra la poca información con la 
que se cuenta para intentar comprender la actividad metabólica en su totalidad al estudiar 
los genes-enzimas ligados a diversos procesos fermentativos en el rumen. Sin embargo, 
se sabe que dos especies como B. Schinkii y B. producta, presentes en rumen, están 
vinculadas a la síntesis de ácido acético y a la disminución en la producción de metano 
(Henderson et al., 2010).  
 Son escasas las referencias sobre este género en relación al proceso de BH, aunque 
un trabajo muy reciente en cabras muestra correlación positiva con la acumulación de 
esteárico pero no con la acumulación de los trans-10, señalando que los grupos 
bacterianos ligados a la formación de estos isómeros permanece, aún, sin develarse 
(Dewanckele et al., 2018).  
 Las correlaciones de los géneros Shuttleworthia con el cis-9, trans-11 CLA y de 
Blautia con el trans-10, cis-12 CLA del actual estudio representan una contribución para 
completar los eslabones faltantes que permitan identificar fehacientemente los géneros y 
especies mencionados como “A and B groups” del proceso de BH.  
 
 
4.5. Conclusiones. 
La dieta CS se caracterizó por una mayor diversidad microbiana y una abundancia 
relativa de Firmicutes y Bacteroidetes muy similar a la reportada para dietas de rumiantes 
en la base de datos “Ribosomal Data Base Project”. En MZ, la proporción de Firmicutes 
resultó superior a expensas de un menor contenido de Bacteroidetes. 
A nivel género, se encontraron 90 asignaciones taxonómicas de las cuales 23 
difirieron entre dietas y sólo 3 resultaron incrementados en la dieta MZ: Ruminoccocus, 
Butyrivibrio y Shuttleworthia. Estos dos últimos géneros se correlacionaron fuertemente 
entre sí y con el  isómero cis-9, trans-11 CLA. En el escenario opuesto, el isómero trans-
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10, cis-12 CLA mostró una significativa correlación con el género Blautia, el cual resultó 
superior en la dieta CS. 
Los perfiles de BH ruminal en la oveja podrían responder a la actividad de otros 
grupos bacterianos, no sólo Butyrivibrio como se reportó ampliamente en vacas, sino 
también géneros como Shuttleworthia y Blautia. Un dato importante es que los tres 
géneros pertenecen a la misma familia: Lachnospiraceae, y de este modo, estos resultados 
representarían un aporte al trabajo de Toral et al. (2012) quienes señalaron que algunas 
especies de esta familia estaban vinculadas al proceso de BH en ovejas lecheras. 
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CAPITULO 5. 
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Analizando el esquema completo: Dieta – Rumen - Leche. 
 
Las ovejas suplementadas con cascarilla de soja presentaron mayor CMS 
explicado, posiblemente, por la alta degradabilidad de este suplemento (Vasta et al., 2008; 
Hein, 2009; Dann, 2010) y por el efecto de sustitución que genera el grano de maíz, el 
cual deprimió el consumo de forraje, de acuerdo con lo descripto por Dixon y Stockdale 
(1999). Esto es contrario a lo encontrado en algunos estudios con vacas lecheras para 
niveles de inclusión de cascarilla en reemplazo del maíz similares al actual estudio, donde 
el CMS tendió a disminuir, al igual que la PL (Ipharraguerre et al., 2002). Sin embargo, 
es importante considerar que estas respuestas en consumo y producción no dependen sólo 
del tipo y cantidad de suplemento sino del forraje base con el que se da una interacción a 
nivel ruminal.  
Además, cabe  considerar las diferencias entre especies ó clase de rumiante 
descriptas por Hofmann (1989), quien diferencia a los rumiantes mayores, en este caso el 
bovino, de los rumiantes intermedios, como la oveja, por la anatomía y fisiología del 
rumen, las tasas de pasaje, capacidad de digestión de forrajes vs. granos, entre otras 
características. La fase de la lactancia es otro factor que incide sobre el eje 
“requerimientos-consumo de energía”, por lo que las variaciones en CMS como respuesta 
a la suplementacion con cascarilla en lactancia temprana no son iguales a lactancia media  
(Gentil et al., 2011; Zambon et al., 2012).  
El mayor CMS en CS se tradujo en mayor PL, respondiendo a lo indicado por 
Campling et al. (1969) de que el consumo es la variable de mayor incidencia sobre la 
performance animal, pese a que no se detectaron diferencias estadísticas por el bajo poder 
de la prueba. El “n” limitante y a la alta variabilidad entre individuos es uno de los puntos 
a considerar en este estudio, así como en la mayoría de los experimentos en producción 
animal. Sin embargo, fue notorio que las ovejas que consumieron cascarilla produjeron 
en promedio 310ml más de leche/d (+24%). Si trasladamos esta diferencia del 24% a una 
PL promedio de 0.8L/d y 220 días de lactancia, aproximadamente, en raza Pampinta, 
estaríamos obteniendo cerca de 42 litros más de leche y de 6 a 8Kg más de queso 
(semiduro y fresco, respectivamente) por oveja en ordeñe (Bain et al., 2002).  
El tipo de carbohidrato suplementado también produjo cambios en la calidad de la 
leche, resultado del tipo de fermentación a nivel ruminal y de los productos generados en 
el proceso de BH. En la dieta CS, el mayor aporte de fibra y, a su vez, un ambiente ruminal 
más óptimo para la degradación de la misma (valores superiores de pH) condujeron a una 
producción de ácido acético superior, lo que favoreció las vías del metabolismo 
lipogénico y produjo mayor contenido de grasa en leche (Baldwin et al., 1965; Ballard y 
Hanson, 1965; Orskov et al., 1969; Vernon et al., 1981; Xiong et al., 2002; Schmidt y 
Zsédely, 2011). Resulta llamativo que en este tipo de ambiente ruminal, se encontraron 
diferencias en las vías de la BH que, ciertamente, resultaron opuestas a lo planteado en 
las hipótesis del actual trabajo. En vacas lecheras, los isómeros trans-10 suelen producirse 
en ambientes ruminales con bajo pH y dietas con mayor proporción de grano, similares a 
MZ (Loor et al., 2003; Chilliard et al 2007). De todos modos, el pH promedio en la dieta 
CS también resultó bajo, muy cercano a 6 (6,2 CS vs. 5,8 MZ). Presumiblemente, la 
producción de isómeros trans-10 no sea resultado del sustrato en sí mismo, como el caso 
del almidón, sino consecuencia de la fermentabilidad del alimento. Por tal motivo, un 
carbohidrato fibroso de elevada degradabilidad como la cascarilla de soja, podría alterar 
los pasos normales de la BH en pos de mayor acumulación ruminal de isómeros trans-
10. La suplementación con MZ tendió a mayores contenidos de ruménico (cis-9, trans-
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11 C18:2) y una concentración significativamente mayor de ácido vaccénico (trans-11 
C18:1), en contraste con lo reportado en vacas (Grinarii et al., 1998; Grinarii y Bauman, 
1999; Sauvant et al., 2000; Boeckaert et al., 2008). Sin embargo, dado que el consumo de 
ácido linoleico fue significativamente superior en esta dieta, esta vía de acumulación está 
explicada por el mayor consumo de precursores. Pero, la tendencia a mayor concentración 
del isómero trans-10, cis-12  C18:2 en CS no podría explicarse simplemente por el bajo 
pH. 
Este resultado plantea el interrogante sobre cuáles son los mecanismos que 
efectivamente operan en la BH y si estos mecanismos son compartidos por todos las 
clases de rumiantes o pueden ser “huésped” dependiente. Queda claro que la 
suplementación energética plantea modificaciones en los patrones de BH y que los 
intermediarios generados en dicho proceso posiblemente dependan más de la 
composicion del microbioma, cuya actividad no varía en forma proporcional a las 
variaciones de los parámetros de ambiente ruminal. Los grupos bacterianos más 
vinculados a este proceso son los géneros Butyrivibrio y Pseudobutyrivibrio, aunque 
algunos trabajos con ovejas lecheras relacionan a la BH con grupos de bacterias de la 
familia Lachnospiraceae y Quinella (Boeckaert et al., 2009; Belenguer et al., 2010; Toral 
et al., 2010; Toral et al., 2012). El perfil de abundancias relativas de la dieta CS resultó 
muy similar al reportado en el Ribosomal Data Base Project para un gran número de 
muestras. No obstante, en el caso de MZ la proporción de Firmicutes resultó superior a 
expensas de un menor contenido de Bacteroidetes, los cuales están representados, 
fundamentalmente, por el género Prevotella. A diferencia de varios estudios en bovinos, 
donde Prevotella suele ser  el género más abundante (RA 40%, aprox.) (Jami et al., 2012; 
Meiju Lee et al., 2012; Menezes et al., 2015; McCabe, 2015, comunicación personal) en 
el actual estudio resultó en bajas RA (16,13% CS y 12,39% MZ).  
Dos de los principales géneros bacterianos del rumen, históricamente relacionados 
con la digestión de la fibra, como Ruminococcus y Butyrivibrio, se vieron incrementados 
en la dieta MZ, lo cual a priori parecería incoherente. Sin embargo, aún con extensa 
bibliografía que reporta fuerte actividad fibrolítica de ambos géneros sobre diversos 
sustratos dentro de la estructura de la fibra, como ser componentes de la hemicelulosa 
(xylanos, arabinosa, etc.), pectinas, celulosa amorfa o cristalina, etc., se ha reportado 
también la presencia de actividad amilolítica (Weigmann et al., 2014; Ze et al., 2015; La 
Reu et al., 2017). El conocimiento fue evolucionando desde las reacciones “enzima-
sustrato” en cultivos en cápsula de Petri hasta en estudios de secuenciación de DNA 
donde es posible ver la presencia de genes que codifican para la degradación del polímero 
de almidón. Esto permitió, con ayuda de técnicas de biología molecular y herramientas 
bioinformáticas, saber que existen especies dentro de estos grupos que tienen actividad 
amilolítica aun siendo clasificadas como “celulolíticas” como el caso de Ruminococcus. 
Por otro lado, saber que existen especies dentro del grupo clasificado como “celulolítico” 
que no degradan celulosa específicamente sino que atacan hemicelulosa y pectinas, como 
ocurre con algunos butyrivibrios (Attwood et al., 1996; Kelly et al., 2010). Más aún, 
buscando las secuencias de ciertas especies de butyrivibrios en la base “Nucleotide” del 
NCBI podríamos comprobar la presencia de genes que codifican para degradar almidón 
y la ausencia de genes específicos para degradar celulosa.  
Bajo estas evidencias, la clasificación de bacterias del rumen del modo que 
tradicionalmente se ha estudiado y enseñado con el concepto de “celulolíticas” y 
“amilolíticas” podría ponerse a prueba a la luz de los conocimientos actuales. De modo 
que la dieta MZ, posiblemente, presentó mayores RA de Ruminococcus y Butyrivibrio ya 
que predispuso a la proliferación de aquellas especies con fuerte actividad amilolítica o, 
tal vez, permitió que trabajen en conjunto ambos grupos dentro del mismo género: las que 
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degradan fibra, cuyo sustrato sería el raigrás y son las que suelen estar siempre y, además, 
las que degradan almidón. O simplemente sea que el rumen es un ambiente tan dinámico 
que encuentra la forma de activar “maquinarias metabólicas” para todo tipo de sustrato, 
independientemente de quien la ejecute, es decir, que la ecología del rumen está preparada 
para priorizar las funciones por sobre la bacteria (Jami et al., 2012). Más allá de las 
variaciones en la estructura de la comunidad dadas por los cambios en abundancias 
relativas observadas en este trabajo, son las funciones que desempeña el microbioma en 
su conjunto lo que más define la funcionalidad de una dieta. Es por esto que a la era de la 
genómica y la actual “post-genómica”, con altas cargas de bases de datos e información 
para analizar, se suma el área de la transcriptómica ruminal, basada en el estudio global 
de los genes del rumen, independientemente de quien los ejecute. 
Se corroboró que el género Butyrivibrio está fuertemente ligado al isómero cis-9, 
trans-11 CLA o ac. ruménico, siendo de especial interés su alta asociación con el género 
Shuttleworthia, también incrementado en la dieta MZ y muy asociado al cis-9, trans-11 
CLA. En el escenario opuesto, el isómero trans-10, cis-12 CLA mostró una significativa 
correlación con el género Blautia, el cual resultó superior en la dieta CS. Esto demuestra 
que es posible encontrar otros grupos de bacterias ligadas al proceso de BH y completar 
los “A and B groups” mencionados por Bauman (1999) sin indicar específicamente el 
microorganismo. La importancia relativa que tienen en este estudio Shuttleworthia y 
Blautia por sus fuertes asociaciones con los isómeros CLA, sumado a que las secuencias 
de la base de NCBI indican que se aislaron de ovinos, como las de Belenguer et al. (2018), 
ponen en foco de discusión que los patrones “normales” de la BH en vacas no serían 
estrictamente traspolables a la oveja.  De acuerdo con Toral et al. (2012),  algunas 
especies de la familia Lachnospiraceae estaban vinculadas al proceso de BH en ovejas 
lecheras, sin haber especificado qué géneros. Los resultados del actual estudio permiten 
avanzar sobre este aspecto, ya que los tres géneros correlacionados con los isómeros CLA 
pertenecen a dicha familia. Sería interesante, en un trabajo posterior, investigar la 
presencia de enzimas que tienen en común estos tres géneros, involucradas en la lipólisis, 
desaturaciones, isomerizaciones y todas las reacciones posibles dentro del proceso de BH. 
Pese a los perfiles observados en rumen para los dos CLA con mayor impacto 
nutricional, no se encontraron diferencias tanto para el cis-9, trans-11 C18:2 o el trans-
10, cis-12 C18:2 CLA en la grasa de la leche. Sin embargo, la suplementación con 
cascarilla produjo una leche superior en términos de calidad nutracéutica a través de una 
mayor concentración de PUFA y omega 3 y una mejor relación omega 6/omega 3. Esto 
no implica comprometerse con “la revolución de los nutraceúticos” de DeFelice (1995) ó 
asegurar que la leche proveniente de dietas suplementadas con cascarilla de soja consituye 
en sí misma un “alimento funcional” (Finley, 2016), sino tener presente que la nutrición 
de rumiantes es una herramienta para mejorar los productos destinados a la alimentación 
en humanos. 
Queda mucho por avanzar en esta línea de investigación que, claramente, muestra 
que se requiere completar el esquema de la BH y dilucidar el origen de las bacterias que 
constituyen los “A and B groups”. No sólo para conocer su función, sino para saber si es 
posible, a través de la dieta, manipular las poblaciones microbianas en pos de obtener 
mayores niveles de intermediarios con funciones nutracéuticas como el cis-9, trans-11 
CLA. Será esa, la gran deuda de la metagenómica en un futuro cercano: potenciar los 
conocimientos sobre el eje “microbioma – genes/enzimas – metabolitos con beneficios 
sobre nutrición humana”. 
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ANEXOS 
1. Fotografías de los ensayos: 
 
Figura 1. Ovejas de la raza Pampinta seleccionadas para los ensayos. 
 
Figura 2. Animales alojados en corrales individuales, con comederos separados para forraje y suplemento, 
en el Galpón de Metabolismo ubicado en el Departamento de Produccion Animal, FAUBA. 
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Figura 3. Forraje fresco cortado y ofrecido en comedero al 2% del PV. Medición de consumo de forraje y 
de suplemento por diferencia entre oferta y remanente. 
 
                 
Figura 4. Medición de digestibilidad in vivo por medio de arneses. Colección de heces para analisis de 
MS y composicion quimica en laboratorio. 
 
                                       
Figura 5. Muestreo de líquido de rumen para caracterización de ambiente ruminal (pH, AGVs totales, 
ácido acético, propiónico, butírico, láctico, nitrógeno amoniacal) y analisis de ácidos grasos. 
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Figura 6. Tambo experimental ovino, Departamento de Produccion Animal, FAUBA. Ordeñe diario en 
dos turnos (08:00 y 16.00hs) por medio de ordeñadora de una bajada con tarro lechero. 
 
 
Figura 7. Medición de la produccion de leche individual y toma de muestras para composicion quimica 
(% proteína, % grasa, %solidos totales) y para ácidos grasos. 
 
            
Figura 8. Extracción de grasa de la leche, metilación básica y analisis por cromatografía gaseosa 
(Laboratorio de Alimentos, INTA Castelar). 
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Figura 9. Extracción de ADN genómico de muestras de contenido ruminal (fase solida + fase líquida) 
congeladas a -80°C utilizando el procedimiento de Yu y Morrison (2014) para análisis de microbioma. 
Bioscience Laboratory - Teagasc, Grange, Irlanda. 
 ,jnjnjnkjn 
 
                                   
Figura 10. Cuantificación del ADN extraído del contenido ruminal por medio de Nanodrop 1000. 
Bioscience Laboratory - Teagasc, Grange, Irlanda. 
 
                                       
Figura 11. Corrida de ADN en gel de agarosa 2% y amplificación por PCR. Bioscience Laboratory - 
Teagasc, Grange, Irlanda. 
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Figura 12. Librería genómica preparada para secuenciación por medio de Plataforma Illumina MiSeq. 
Bioscience Laboratory - Teagasc, Grange, Irlanda. 
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